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RESUMO 
 
O condicionamento de medo permite a predição acurada de um estímulo aversivo através 
de sua associação com pistas ambientais disponíveis previamente adquiridas. Além do 
condicionamento de medo de retardo, no qual estímulos a serem associados se sobrepõem, 
também é possível associar eventos de forma descontinua no tempo, como mostrado no 
condicionamento de medo de traço, no qual o final da apresentação de um estímulo condicionado 
(CS) discreto é separado por um intervalo temporal do início da apresentação do estímulo 
incondicionado (US). Uma vez que o ambiente também é um poderoso CS e inevitavelmente 
associado ao US, é possível que ele também seja suscetível ao condicionamento traço. Deste 
modo, o objetivo do presente trabalho foi verificar os parâmetros nos quais o condicionamento 
de medo ao contexto ocorre pela manutenção de uma representação contextual ao longo de um 
intervalo descontinuidade temporal (IDT) entre os estímulos.  Para investigar esta possibilidade, 
utilizamos o paradigma do efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto, o qual permite 
estudar componentes contextuais e temporais no condicionamento de medo, ao separar o 
momento da pré-exposição ao contexto, e a decorrente aquisição de sua representação 
contextual, do momento de sua associação ao US. Dados na literatura mostram que a retenção 
da representação contextual seguiria a função de uma curva em formato de “U” com o aumento 
do intervalo de tempo entre o momento da pré-exposição e da associação ao US, o que sugere 
tipos de processamento neurais diferentes para intervalos curtos e longos. O objetivo das 
primeiras etapas do presente estudo foi determinar se as condições necessárias para a 
associação entre um CS contextual e um US com IDT de 5s se diferem daquelas necessárias 
para o condicionamento quando o IDT é de 24h. Os resultados mostraram que um traço 
mnemônico contextual pode ser mantido e associado após um IDT de 5s, mas não de 24h, sem 
que seja necessária uma reativação da representação contextual previamente adquirida pela 
reexposição ao contexto. Adicionalmente, este condicionamento depende da presença do 
mesmo contexto na pré-exposição e na apresentação do choque de forma imediata. A inserção 
de um IDT pode recrutar a necessidade de mecanismos neurais diferentes do condicionamento 
de medo de retardo, e semelhantes aos da aquisição do condicionamento de traço. Como o 
último, igualmente é necessário a manutenção de uma informação – a representação contextual 
– durante a ausência física da mesma durante um intervalo de tempo. Neste sentido, também foi 
avaliado na etapa seguinte o efeito da inativação reversível do córtex pré-límbico (PL) do córtex 
pré-frontal medial no efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto na aquisição do 
xv 
 
condicionamento de medo usando IDT de 5s. A atividade no PL foi necessária para a 
manutenção de um traço mnemônico contextual durante o IDT de 5s, mas não na aquisição do 
condicionamento de medo ao contexto de retardo. Este resultado mostra que componentes 
temporais são um fator chave para determinar o sistema neural que subjaz o aprendizado de 
medo, e contribui para um melhor entendimento das funções do PL na memória. 
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ABSTRACT 
 
Fear conditioning allows the accurate prediction of an aversive stimulus through its 
association with available environmental cues previously acquired. In addition to delay fear 
conditioning, in which events to be associated overlap, it is also possible to associate events 
discontinuous in time, as showed in trace fear conditioning. In trace fear conditioning the end of 
a discrete conditioned stimulus (CS) presentation is separated by a time interval of the 
unconditioned stimulus (US) onset. Since environment is also a powerful CS and inevitably 
associated, it may also be subject to trace fear conditioning. In this sense, the aim of the present 
study was to verify the parameters in which contextual fear conditioning occurs by contextual 
representation maintenance over a discontinuity time interval (IDT). To investigate this possibility, 
we used context pre-exposure facilitation effect paradigm, which allows the study of contextual 
and temporal components in fear conditioning by separating the moment of context pre-exposure 
(and the subsequent acquisition of it contextual representation) from the moment of its association 
with US. It was shown that the retention in this model is non monotonic, following a U-shaped 
function with the increase of time interval. This suggests different types of neural processing for 
long and short IDT. The aim of the first steps was to determinate whether the conditions for 
associating a contextual CS to an US with IDT of 5s differ from those needed for conditioning 
when the IDT is 24h. Results showed that a contextual mnemonic trace can be maintained and 
associated after a IDT of 5s, but not 24h, without the need of reactivation of contextual 
representation previously acquired by re-exposure to context. Additionally, this depends on the 
same context in pre-exposure and US presentations. The insertion of a short IDT could recruit 
the need of different neural mechanisms from delay fear conditioning and similar to those of trace 
fear conditioning acquisition. As the latter, it is also required the maintenance of an information 
during its physical absence over a time interval. Thus, we evaluated the effects of reversible 
inactivation of prelimbic cortex (PL) of medial prefrontal cortex on pre-exposure facilitation effect 
in contextual fear conditioning acquisition with 5s of IDT. PL activity was necessary to a contextual 
mnemonic trace remain during a IDT of 5s, but not for delay contextual fear conditioning 
acquisition. Results demonstrate temporal components as a key factor to determinate neural 
systems of fear behavior and contribute to the understanding of medial prefrontal cortex functions 
on memory. 
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Introdução 
 
O condicionamento de medo 
Ataques de predadores ou outros estímulos aversivos podem potencialmente acabar com 
a vida e/ou com um sucesso reprodutivo futuro. Deste modo, a capacidade de detectar e 
responder a essas ameaças é essencial para a sobrevivência e a possibilidade de continuidade 
da espécie, de modo que, em termos evolutivos, foi-se selecionando um repertório 
comportamental defensivo de exibição de respostas mais adaptativas a uma ampla gama de 
perigos, que variariam de acordo com as características deste último e da situação em que se 
encontram (Bolles e Fanselow, 1980).  
Comportamentos defensivos são um conjunto de respostas a estímulos e situações de 
ameaça que tem evoluído com base na sua capacidade de redução de danos para o organismo 
ameaçado (Blanchard e Blanchard, 2008). Assim como a própria situação ou estímulo de 
ameaça, estímulos associados a estes também podem adquirir a capacidade de eliciar respostas 
defensivas, de modo que pistas ambientais disponíveis, ou mesmo o próprio ambiente, podem 
prever a presença de um resultado aversivo posterior. Através da associação a um estímulo de 
ameaça, há a alteração da eficácia de um outro estímulo em ativar circuitos que controlam 
respostas comportamentais defensivas em antecipação a este perigo (LeDoux, 2014). Esta forma 
em específico de aprendizagem associativa tem sido denominada de condicionamento de medo. 
O condicionamento de medo consiste na apresentação de um estímulo condicionado (CS, 
do inglês conditioned stimulus) considerado neutro, ou seja, que inicialmente não provoca 
nenhuma resposta relacionada à resposta que será aprendida. Ele é pareado a um estímulo 
incondicionado (US, do inglês unconditioned stimulus) aversivo e que naturalmente elicia 
respostas automáticas típicas da espécie, de modo a passar a eliciar por si só, sem a presença 
do US, respostas de medo, adquirindo assim propriedades aversivas. A aquisição desta resposta 
condicionada (CR, do inglês conditioned response) é usada para inferir o aprendizado da 
associação entre o CS e US, e medida na reexposição ao CS na ausência do US. No 
condicionamento de medo podem ser eliciadas respostas tanto comportamentais como 
autonômicas e neuroendócrinas, como o aumento da frequência cardíaca e da pressão arterial, 
a defecação, a piloereção, a liberação de hormônios adrenais e o congelamento (Smith e DeVito, 
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1984; Blanchard e Blanchard, 1987; Iwata e Ledoux, 1988). Este último é uma reação de defesa 
na qual o animal apresenta uma imobilidade, uma inibição comportamental com ausência de 
movimentos da vibrissa ou de farejar (Fanselow e Bolles, 1979).  
Um exemplo bastante utilizado do condicionamento de medo em animais, como roedores, 
é o condicionamento de medo a estímulos discretos, como um som (condicionamento de medo 
ao som, CMS), uma luz ou um odor. Eles podem ser pareados com a apresentação de um choque 
nas patas, passando a eliciar respostas de medo. Um outro exemplo de condicionamento é o 
condicionamento de piscar de olhos (em inglês, eyeblink conditioning), no qual um estímulo 
discreto é pareado com um choque periorbital ou um sopro de ar nos olhos, passando a eliciar 
respostas reflexas de piscar de olhos, em roedores, ou o denominado movimento da membrana 
nictante, em coelhos, caracterizando-se um aprendizado motor em primazia a um aprendizado 
de medo (Lee e Kim, 2004). Em comparação ao condicionamento de medo, ele é adquirido 
menos rapidamente e permite um intervalo relativamente menor entre os estímulos, com a 
necessidade de maiores pareamentos ou sessões, enquanto que o condicionamento de medo 
pode ocorrer com apenas um pareamento (Curzon et al., 2009). Esta maior precisão temporal do 
momento da associação entre os estímulos fornece um melhor modelo para o estudo dos 
processos de aquisição, consolidação e evocação da memória condicionada, por meio de 
manipulações pré-treino, pós-treino e pré-teste, respectivamente, tornando o condicionamento 
de medo um bom modelo para se estudar a neurobiologia de memórias condicionadas de medo 
(Fendt e Fanselow, 1999). Além de ser rapidamente adquirido (Fanselow, 1994), o aprendizado 
desta associação parece persistir por um longo período de tempo (Gale et al., 2004), com o 
condicionamento de medo ocorrendo em uma ampla variedade de animais, incluindo vertebrados 
e invertebrados (Dudai et al., 1996; Carew et al., 1981; LeDoux, 1996). 
 
Componentes contextuais no condicionamento de medo 
O ambiente no qual o condicionamento ocorre também pode ser um CS, permitindo 
adquirir-se o aprendizado de onde o US ocorreu e eliciando CR quando reexposto a ele. Este 
condicionamento é chamado de condicionamento de medo ao contexto (CMC), e pode ocorrer 
tanto durante o condicionamento de medo a um estímulo discreto, sendo denominado de CMC 
de fundo (em inglês, background), tanto quando o ambiente é o único preditor do estímulo 
aversivo, sem a presença de estímulos discretos, denominado de CMC em primeiro plano (em 
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inglês, foreground). Em ambos os casos, diferentemente do condicionamento de medo a 
estímulos discretos, como o som, de uma única modalidade sensorial, o contexto é formado por 
múltiplas modalidades sensoriais, com atributos visuais, espaciais, olfatórios, táteis e auditivos. 
Além disso, seus elementos estão presentes continuamente e de forma estável durante toda a 
sessão, diferente de um estímulo discreto, que pode ter uma apresentação fásica e com duração 
temporária, durante o condicionamento (Phillips e LeDoux, 1992). 
Por este conjunto de características acredita-se que a junção destes múltiplos e diferentes 
componentes individuais, independentes e simultâneos se organizariam em uma única 
representação, sendo ela que seria, por sua vez, associada ao US (O’Reilly e Rudy, 2001; Rudy 
e O’Reilly, 2001; Rudy, 2009, Fanselow, 2010). Esta visão é chamada de conjunctive view, com 
a representação contextual podendo ser denominada por diferentes autores como representação 
unitária (Fanselow et al., 1993), associação configuracional (Sutherland e Rudy, 1989) ou 
representação conjuntiva (Rudy e O’Reilly, 1999, 2001). A conjunctive view se difere da feature 
view, na qual o contexto seria representando por elementos que podem se associar 
independentemente com o US (Rudy e O’Reilly, 1999, 2001; Rudy, 2009, Fanselow, 2010). Deste 
modo, no âmbito da aprendizagem e memória, o contexto pode ser assim definido 
operacionalmente como um conjunto de pistas situados no tempo e no espaço (Nadel, 1985) que 
potencialmente podem ser organizados em uma representação individual (Rudy, 2009). Esta 
representação seria ainda formada pela exploração, de modo incidental pelo animal (Good et al. 
1998; Maren et al., 2013).  
A formação de representações contextuais é significante, ao passo que elas seriam o 
plano de fundo no qual processos e eventos ocorreriam (Medina e Reynolds, 1985), permitindo 
a contextualização de informação, de estímulos discretos que nele ocorrem, ajudando a definir o 
modo como os percebemos. Assim, o contexto pode ser um sinalizador da presença, ou 
ausência, da associação de determinados CS a um US, especificando contingências, bem como, 
por si só, ser um preditor de segurança ou perigo a outros estímulos. Tudo o que experienciamos 
acontece em algum lugar, e o termo contexto é frequentemente utilizado para designá-lo. Apesar 
de lugares serem contextos, outras circunstâncias, como estados emocionais, cognitivos, 
fisiológicos e hormonais, em um plano de fundo interno, ou espaciais e sociais, em um plano de 
fundo externo, também envolveriam um evento e definiriam sua experiência, podendo ser 
considerados como contextos nos quais processos são operados, em uma definição mais 
abrangente (Maren et al., 2013).  
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A necessidade de formação de uma representação contextual, ao invés da associação 
ao US de elementos individuais que compõe o contexto veio da observação de um fenômeno 
chamado déficit do choque imediato, no qual um choque apresentado de forma imediata após o 
animal ser colocado na câmara de condicionamento não levava ao aprendizado da sua 
associação ao US (Fanselow, 1986; Fanselow, 1990; Bevins e Ayres, 1995). Fanselow (1986) 
mostrou que não havia diferença da resposta de congelamento ao contexto entre em um animal 
que levava um choque imediato e um animal que não recebia o choque, mas que esta resposta 
passava a ser significativamente maior quando era permitido ao animal permanecer um período 
de tempo na câmara de condicionamento antes do seu recebimento. Isto levou a ideia de que o 
déficit do choque imediato ocorreria pelo fato do animal não ter tido tempo suficiente para adquirir 
a representação contextual e associá-la ao US, levando a um não aprendizado. O déficit do 
choque imediato existiria porque o contexto seria feito de muitos estímulos que não poderiam ser 
experienciados até que o animal se engaje em uma exploração, que necessitaria de um tempo 
mínimo, recolhendo diferentes aspectos que formam o contexto e então a representação 
contextual (Fanselow, 2010). 
Estudos posteriores continuaram investigando este fenômeno, demonstrando que o 
déficit do choque imediato era revertido tanto pelo aumento de tempo na câmara de 
condicionamento antes da apresentação do choque (Fanselow, 1986; Fanselow, 1990; Bevins e 
Ayres, 1995), como pelo efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto [CPFE, em inglês, 
context preexposure facilitation effect (Fanselow, 1990; Rudy e Morledge 1994; Westbrook et al. 
1994; Rudy et al. 2002; Rudy e Wright-Hardesty, 2005)]. Neste último modelo, o animal era pré-
exposto à câmara de condicionamento, dando-se a oportunidade de formação de uma 
representação contextual, e 24h após, reexposto a aquele contexto, com a apresentação do US. 
Entretanto o CPFE só tinha um efeito na aquisição do condicionamento, comparado a animais 
não pré-expostos, quando um período mínimo de tempo era dado ao animal antes do 
recebimento do choque durante a reexposição. Este período de tempo será denominado no 
presente estudo como intervalo de reexposição (ver Tabela 1). Fanselow (1990) demonstrou que 
a CR aumentava conforme o tempo de exposição ao contexto antes da apresentação do choque 
também era aumentado. Intervalos de reexposição de 9 e 27s, em ratos Sprague-Dawley, e de 
9s, em ratos Long Evans, não eram suficientes para formar uma representação contextual no 
animal que não havia sido pré-exposto, mas eram suficientes para reativar a memória de uma 
representação contextual obtida quando o animal havia sido pré-exposto.  Em intervalos maiores, 
ambos animais apresentavam CR ao contexto, evidenciando a possibilidade de aquisição de 
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uma representação contextual e sua associação ao US no grupo não pré-exposto, mas exposto 
a câmara de condicionamento pela primeira vez.  
 
A necessidade de um tempo de reexposição ao contexto antes da apresentação do US 
para que o CPFE fosse observado levou a hipótese de que o animal evocaria, por um 
subconjunto de elementos que formam a representação contextual durante a re-exposição ao 
contexto, a representação contextual previamente adquirida durante a pré-exposição. Este 
fenômeno tem sido denominado de pattern completion, no qual uma porção da experiência 
original, que originalmente formou o traço de memória, ativaria a experiência como um todo 
(Rudy e O’Reilly, 1999, 2001; O’Reilly e Rudy, 2001). A exposição a apenas um subconjunto de 
elementos seria suficiente para ativar a representação contextual, que definirá o lugar no qual 
outro evento (o choque) é experienciado (Nadel e Willner 1980; Nadel et al. 1985). Assim, o 
CPFE permite o estudo de forma separada do momento da aquisição da representação 
contextual, durante a pré-exposição, do momento de sua evocação e associação ao US, durante 
a reexposição, possibilitando a investigação de substratos neurobiológicos diferenciais que 
envolveriam ambos processos, além da investigação de componentes temporais, pela 
descontinuidade temporal entre ambos eventos, e contextuais, no condicionamento.  
Além da investigação do efeito da variação do intervalo entre o início da reexposição e a 
apresentação do US (intervalo de reexposição), usando este paradigma também foi investigado 
a variação do intervalo de descontinuidade temporal (a saber, o intervalo entre o final da pre-
exposição e o início da reexposição com a apresentação do choque) na aquisição da resposta 
condicionada [Rudy e Wright-Hardest, 2005, (ver Figura 1)]. Rudy e Wright-Hardesty (2005) 
Tabela 1 - Definição operacional de diferentes intervalos temporais empregados 
 
  
Intervalo entre os estímulos (ISI) Intervalo entre o início da apresentação do CS e o 
início da apresentação do US 
 
Intervalo de traço Intervalo entre o término da apresentação de um 
CS discreto e o início da apresentação do US 
 
Intervalo de descontinuidade temporal 
(IDT) 
Intervalo entre o término da pré-exposição e o início 
da reexposição ao contexto 
 
Intervalo de reexposição Intervalo entre o início da reexposição ao contexto 
da pré-exposição e a apresentação do US  
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observaram que em intervalos breves, da ordem de segundos, uma CR robusta ao contexto é 
observada, mas rapidamente vai decaindo em função do aumento de intervalo, de modo que o 
animal passa a apresentar quase nenhuma CR de medo em intervalos de 5 min. Entretanto, a 
partir de intervalos maiores, como de horas, a expressão da CR começaria a aumentar 
novamente, com o intervalo de 24h produzindo uma CR de congelamento similar a expressada 
quando não havia intervalo (Rudy e Wright-Hardest, 2005), seguindo uma função de “curva em 
U”. É importante ressaltar que, diferentemente do trabalho de Fanselow (1990), no trabalho de 
Rudy e Wright-Hardest (2005) o choque foi apresentado de forma imediata, igualmente levando 
a aquisição do condicionamento. Isto se deve ao fato de que pistas contextuais presentes na 
caixa de transporte até a câmara de condicionamento já evocariam a representação contextual, 
visto que antes do treino o animal era pré-exposto repetidamente ao contexto e a caixa de 
transporte, de modo a poder associá-las. Isto demonstra dois procedimentos pelo qual a ativação 
da representação contextual seria possível: por pistas da caixa, quando associada à câmara de 
condicionamento, e pela reexposição (Fanselow, 1990; Rudy e Wright-Hardest, 2005). 
Figura 1. Intervalos temporais no paradigma da facilitação pela pré-exposição ao contexto. 1- 
Intervalo de descontinuidade temporal (intervalo entre a pré-exposição ao CS e sua reexposição). 2- 
Intervalo de reexposição (intervalo entre a reexposição ao CS e a apresentação do US). CS: estímulo 
condicionado; US: estímulo incondicionado 
De acordo com os autores, os braços descendentes e ascendentes deste padrão de curva 
em U em função do intervalo de descontinuidade temporal refletiriam dois processos distintos 
pelo qual o traço de memória da representação contextual se manteria. Em intervalos maiores, 
é possível que a associação seja feita através da consolidação da representação contextual, 
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seguida por sua evocação no momento da apresentação do choque, e não por sua manutenção 
ao longo do intervalo. Os eventos celulares e moleculares que subjazeriam este último processo 
dependeriam de síntese proteica, requerendo um maior tempo para ocorrerem, mas tendo uma 
função de decaimento mais lento, refletindo uma memória de longo prazo (Kandel, 2001; Orsini 
e Maren, 2012). Já em intervalos curtos, estas modificações sinápticas possivelmente não teriam 
tempo suficiente para ocorrem da mesma forma, com a consolidação e evocação da 
representação contextual. É possível que a representação contextual possa ser mantida durante 
o intervalo temporal, sem necessidade de evocação, por processos sinápticos que seriam 
modificados rapidamente, mas que teriam uma função de decaimento rápida, como processos 
de memória de curto prazo (Rudy e Wright-Hardest, 2005). Os substratos neurais que são 
importantes para a manutenção de um traço de memória de um CS por um curto intervalo de 
tempo até sua associação a um US têm sido investigados em um paradigma chamado de 
condicionamento de traço. 
 
Componentes temporais no condicionamento de medo 
Em última análise, a aprendizagem associativa é uma função dos componentes temporais 
e das relações entre os estímulos experienciados. Deste modo, uma característica fundamental 
do condicionamento é a sua sensibilidade para o arranjo temporal entre os estímulos. Assim 
como no modelo do CPFE, outros modelos experimentais também utilizam intervalos de 
descontinuidade temporal entre os estímulos. Dois tipos de condicionamento tipicamente 
empregados são o condicionamento de traço (em inglês, trace conditioning) e o condicionamento 
de retardo (em inglês, delay conditioning). Eles se diferem pela presença ou ausência de um 
intervalo separando o término do CS do início do US (Pavlov, 1927). O condicionamento de 
retardo consiste em um tipo de aprendizagem associativa na qual não há descontinuidade 
temporal entre os estímulos. Nele, o CS é apresentado antes do US, continuando presente com 
o início da apresentação do US, e ambos terminando sua ocorrência ao mesmo tempo. Portanto, 
o intervalo entre o início do CS e o início do US (ISI, do inglês interstimulus interval) é 
completamente preenchido pelo CS. O nome retardo vem da ideia de que o US seria apresentado 
em retardo em relação ao CS. Já no condicionamento de traço, o final da apresentação do CS é 
separado por um intervalo temporal do início da apresentação do US. Este intervalo de tempo é 
comumente chamado de intervalo de traço (ver Figura 2). Assim, neste caso, durante o intervalo 
de descontinuidade temporal existe um período de tempo no qual o CS se encontra ausente. 
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Este intervalo entre o fim da apresentação do CS e o início da apresentação do US será chamado 
no presente estudo de intervalo de descontinuidade temporal (IDT, ver Tabela 1). O nome traço 
vem da ideia de que a manutenção de um traço de memória referente a aquele CS discreto seria 
necessária, durante o intervalo, para que os estímulos pudessem ser associados (Pavlov, 1927). 
Tanto o condicionamento de piscar de olhos como o condicionamento de medo podem ser 
desenhados em esquema de traço como de retardo. Por exemplo, no condicionamento de medo 
de traço, um som é apresentado, seguido do intervalo de traço, até a apresentação de um choque 
nas patas, levando a respostas de congelamento (para uma revisão, ver Shors, 2004; Raybuck 
e Lattal, 2014). Já no condicionamento de piscar de olhos de traço, um som é inicialmente 
apresentado, e após sua finalização, um intervalo de traço é seguido e um choque periorbital ou 
sopro de ar é administrado (para uma revisão, ver Thompson e Kim, 1996; Woodruff-Pack e 
Disterhoft, 2008).  
 
Figura 2. Desenho experimental no condicionamento de retardo e no condicionamento de traço. 
CS: estímulo condicionado; US: estímulo incondicionado; ISI: intervalo entre os estímulos. 
De forma um pouco distinta do paradigma do CPFE, no qual também há uma 
descontinuidade temporal entre os estímulos, no condicionamento de traço não há a o retorno 
da presença do CS durante a associação ao US. Entretanto, no primeiro modelo, estar-se-ia 
associando uma representação contextual mental já adquirida ao US, com o contexto presente 
durante a apresentação do US somente reativando-a, visto que a associação não é possível sem 
a pré-exposição e somente pela breve exposição ao contexto antes da apresentação do US 
(Fanselow, 1990). Outra diferença entre os modelos é o fato de que no paradigma do CPFE há 
uma descontinuidade temporal e contextual, e no condicionamento de traço ocorre a presença 
continua do contexto durante toda sessão, com um estímulo discreto iniciando e terminando sua 
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apresentação antes do início da apresentação do US, mas o CS contextual mantido durante toda 
a sessão. Finalmente, não se sabe se no CPFE, igualmente como condicionamento de traço, o 
CS seria mantido ao longo do IDT, mesmo na ausência dos estímulos que o formam, ou se seria 
associado somente após uma evocação por meio da reexposição a um subconjunto dos 
elementos do contexto. 
No condicionamento de traço não há um padrão determinado do intervalo de traço 
máximo que leve a uma CR. Ele parece depender de variáveis como espécie, a especificidade 
do protocolo, o tipo de sistemas (autonômico ou somático) que recruta ou a modalidade dos 
estímulos (Shors, 2004). Assim como no condicionamento de retardo, o condicionamento de 
traço pode ser de medo, com o CS adquirindo propriedades aversivas e eliciando respostas de 
medo (condicionamento de medo de traço), como de piscar de olhos, caracterizando também 
um aprendizado motor, eliciando respostas reflexas motoras (condicionamento de piscar de 
olhos de traço). Os dois termos serão utilizados ao longo do trabalho quando necessário 
diferenciar ambos procedimentos, e o termo condicionamento de traço em informações relativas 
a ambos modelos. Tem sido demonstrado que a aquisição da resposta de piscar de olhos de 
traço é ótima em intervalos de traço menores de 1s, enfraquecida em intervalos de traço 2,25s e 
não detectada em intervalos de traço maiores do que 6,75s (VanDercar e Schneiderman, 1967). 
Já a CR de medo de traço e/ou o aprendizado de propriedades aversivas de um estímulo são 
expressas desde sessões de treino com intervalo de traço entre estímulos de milissegundos 
(Crestani et al., 2002), segundos (Guimarãis et al., 2001) a de longa duração, como no caso do 
condicionamento aversivo ao sabor (Garcia et al., 1966). Neste último estudo, John Garcia e 
colaboradores (1966) demonstraram que ratos que bebiam água com sacarina, recebendo horas 
mais tarde a injeção de uma droga que levava a dores gastrointestinais passavam a desenvolver 
uma aversão a aquele sabor, condicionando-o ao estímulo doloroso surgido posteriormente com 
a administração da droga. 
Este resultado, e outros estudos decorrentes (Seligman, 1970; Logue, 1979) levaram a 
ideia de que diferentes eventos não seriam associáveis da mesma forma ou obedeceriam aos 
mesmos princípios de condicionamento, mas que o aprendizado poderia variar de acordo com a 
espécie. Um organismo estaria mais predisposto, de forma inata, a melhor formar associações 
entre certos estímulos e/ou respostas do que outros, de acordo com seu valor para a 
sobrevivência da espécie. Padrões comportamentais funcionais teriam sido selecionados 
naturalmente, maximizando a adaptação ao meio e influenciando o quão facilmente um novo 
condicionamento ocorreria (Hockenbury e Hockenbury, 2003). Assim, alguns estímulos seriam 
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mais prontamente associáveis do que outros. Isto explicaria o porquê de alguns conjuntos de 
estímulos, como um sabor e a dor gastrointestinal, serem associados em uma descontinuidade 
temporal maior, e estímulos como um choque e um sabor, ou mesmo pistas auditivas, 
dependerem de um maior número de pareamentos e/ou intervalos menores (Thompson e Kim, 
1996; Woodruff-Pack e Disterhoft, 2008). Embora cada espécie possua um repertório 
comportamental diferente que a permite sobreviver em um ambiente particular, refletindo 
adaptações comportamentais únicas e comportamentos chamados de típicos da espécie, todos 
os mamíferos, por exemplo, detectam e interpretam estímulos sensoriais, relacionam esta 
informação com experiências passadas e executam a resposta mais apropriada em decorrência 
(Kolb e Whishaw, 1983). Assim, apesar de comportamentos poderem se diferenciar em detalhes 
e em complexidade, mamíferos compartilhariam alguns padrões comportamentais funcionais, 
denominados de classes de comportamentos comuns, podendo-se estudar o condicionamento 
de medo e suas variações, por exemplo, em diversas espécies (Waren e Kolb, 1978).   
Em relação as características do condicionamento de traço, CR de traço estariam mais 
propensas a se generalizar a uma variedade de novos estímulos, incluindo estímulos de outras 
modalidades sensoriais (Pavlov, 1927). No condicionamento de retardo, animais mostraram a 
CR exclusivamente durante a representação do CS, enquanto que no de traço, também na 
presença de um novo estímulo (Honey e Hall, 1992). No mesmo sentido, foi observada uma 
maior generalização de uma resposta cardíaca condicionada seguindo um protocolo com 
intervalo de traço de 7s e 15s entre os estímulos, do que de 3s (Marchard e Kamp, 2000).  
Outro achado recorrente é a análise de que o condicionamento de medo de traço leva a 
expressão de CR de menor magnitude quando comparada a procedimentos de condicionamento 
de retardo. Algumas teorias têm tentando explicar esta característica da exibição de CR de traço 
e os mecanismos que permitiriam o aprendizado associativo ocorrer em intervalos longos entre 
os estímulos. Uma hipótese é de que o aumento do intervalo de traço enfraqueceria a associação 
entre os estímulos, pois o CS não iria predizer imediatamente o surgimento do US. O traço do 
CS decairia em função do tempo, resultando em uma representação mais fraca da informação 
que seria pareada com o US subsequente (Raybuck e Lattal, 2014). Entretanto, alguns estudos 
sugerem que a apresentação de respostas comportamentais menores em termos de magnitude 
não necessariamente refletiria uma aprendizagem associativa mais atenuada, mas um 
sincronismo da CR, coincidindo sua maior apresentação no tempo no qual o US é esperado, e 
que foi apresentado no dia do treinamento. Isto refletiria uma expectativa de tempo em relação 
a apresentação do US. De fato, a avaliação das CR em blocos temporais revelou que a CR de 
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traço aumentava gradativamente até seu pico, conforme se alcança o curso de tempo em que 
no dia do treino o US foi apresentado (Joscelyne e Kehoe, 2007). Deste modo, haveria um 
aprendizado tanto da associação entre estímulos como da relação temporal entre eles. Em uma 
terceira hipótese, uma menor CR seria observada pelo fato do CS ter sido associado a não 
presença de um US, predizendo segurança (Raybuck e Lattal, 2014). A existência de múltiplos 
processos de aprendizagem, como a formação de associação e a relação temporal podem ser 
alguns dos mecanismos pelos quais o condicionamento de traço gera suas respostas de forma 
atenuada e diferenciada do condicionamento de retardo. No entanto, como a descontinuidade 
temporal entre os estímulos afeta o condicionamento, e ainda, os substratos neurais envolvidos, 
necessita de maiores investigações para sua compreensão. 
 
Neurobiologia do condicionamento de medo 
A platicidade hebbiana, pensada ser a base do aprendizado associativo, depende de 
mudança na força de conexões sinápticas entre neurônios por meio da atividade correlata entre 
neurônios conectados, implicando que a ativação de determinados grupos de neurônios, gerada 
pela apresentação do CS e do US, teria que ocorrer dentre uma janela temporal de milissegundos 
(Blair et al., 2001). No condicionamento de retardo, no qual o CS e o US se sobrepõem, ocorreria 
a ativação ao mesmo tempo de grupos neuronais pelo CS e pelo US, enquanto que no 
condicionamento de traço, a atividade gerada pela apresentação do CS deve ser de algum modo 
sustentada após o seu término, durante o intervalo de traço. O condicionamento de traço deve 
ocorrer, assim, pela persistência do CS no sistema nervoso, mesmo com a sua cessação no 
ambiente. Ele se manteria de forma suficiente para permitir sua associação a um US 
subsequente (Pavlov, 1927). Os mecanismos para memória do condicionamento de traço 
envolveriam assim tanto a formação de associação entre os eventos, como a aquisição e o 
armazenamento dos estímulos de forma individual, para posterior estabelecimento de relações 
temporais entre si (Shurs, 2004).  
Estudos da neurobiologia do condicionamento de traço mostram que mesmo um curto 
intervalo de tempo entre o CS e US altera os circuitos recrutados para a aprendizagem. 
Mudanças sutis no intervalo já resultariam no recrutamento de circuitos neurobiológicos distintos 
daqueles subjacentes ao condicionamento de retardo. Enquanto que no CMS utilizando o 
esquema de retardo, a amígdala tem sido apontada como fundamental (Phillips e LeDoux, 1992), 
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no condicionamento de traço, além da amígdala, tem sido demonstrado a necessidade do 
requerimento do hipocampo e também do córtex pré-frontal [CPF, (para uma revisão, ver 
Raybuck e Lattal, 2014; Gilmartin et al., 2014)]. Paralelamente, dentro do condicionamento de 
retardo, muitos estudos indicam que o CMS e CMC também apresentam circuitos neurais 
diferentes. Ambas as formas de condicionamento requerem a integridade de amigdala (Phillips 
e LeDoux, 1992), ao passo que apenas o CMC depende da atividade da formação hipocampal 
(Maren et al., 2013; Rudy 2009; Fanselow, 2010).  
 
Amígdala 
A amígdala é um conjunto heterogêneo de núcleos localizado no lobo temporal, com 
citoarquitetura e conexões distintas entre si. Uma grande variedade de diferentes funções tem 
lhe sido atribuída, refletindo sua complexidade estrutural. Dentre elas, inclui-se a interpretação 
de significado emocional de estímulos sensoriais e a produção de respostas apropriadas, a 
regulação de comportamentos sexuais, a agressividade e a memória (Pitkänen et al., 1997). No 
condicionamento de medo, seus núcleos estariam envolvidos em diferentes aspectos da 
aquisição, consolidação, expressão e extinção de memórias aversivas (Pape e Pare, 2010). Tem 
sido apontado que as subregiões da amígdala de maior relevância para o condicionamento de 
medo seriam os núcleos lateral (LA), basolateral (BL), basomedial (BMA) e central (CeA) 
(LeDoux, 2000). Em especial, o LA, BL e BMA podem ser organizados no chamado complexo 
basolateral (BLA) (Pitkänen et al., 1997). 
No condicionamento de retardo tem sido observado que lesões na amígdala prejudicaram 
tanto o desempenho no CMS como no CMC (Phillips e LeDoux, 1992). Isto está de acordo com 
o recebimento de informações de áreas do processamento sensorial, como núcleos talâmicos, 
áreas corticais e de vias auditivas, como do processamento contextual, como a formação 
hipocampal, incluindo o CA1, subculum e córtex entorrinal, como do córtex perirrinal (Pitkänen 
et al., 1997). Quanto a um papel especializado de suas subdivisões, o BLA é o local de 
associação do CS e US, no qual ambos convergiriam (LeDoux, 2000), enquanto que o CeA teria 
conexões com áreas que controlam a expressão de respostas autonômicas, neuroendócrinas e 
comportamentais de medo, podendo ser a via pela qual as CR são expressas (LeDoux, 2000). 
Este papel diferencial de seus subnúcleos também seria observado de acordo com a 
complexidade do CS. O CMS requer projeções do córtex auditório para o LA (LeDoux, 2000), 
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com aumento da expressão de Arc [do inglês, activity-regulated cytoskeleton-associated protein, 
gene de expressão imediata indicador de atividade e plasticidade neural que subjazeriam os 
mecanismos para o aprendizado memória (Ploski et al., 2008)]. Já o CMC envolveria projeções 
do hipocampo e do córtex entorrinal para o BL (LeDoux, 2000). Lesões no BL prejudicaram 
somente o CMC (Muller et al., 1997; Onishi e Xavier, 2010). O envolvimento diferencial do 
hipocampo e o recrutamento distinto de subnúcleos da amígdala leva a hipótese de que, 
dependendo do tipo de CS envolvido, o condicionamento poderia recrutar sistemas 
neurobiológicos distintos. Aliado a isto, além da complexidade do CS, a introdução de uma maior 
complexidade temporal também poderia diferentemente interferir no recrutamento dos sistemas 
que subjazem o condicionamento. 
Apesar de seu envolvimento bem caracterizado no condicionamento de retardo, o papel 
da amígdala no condicionamento de traço ainda é relativamente pouco estudado, com estudos 
relatando resultados diversos. A lesão (Selden et al., 1991) ou inativação por muscimol 
(Gilmartim et al., 2012; Guimarãis et al., 2011) pré-treino e a interrupção da síntese proteica pós-
treino (Kwapis et al., 2011) prejudicaram a aquisição e a consolidação, respectivamente, do 
condicionamento de traço. Em contrapartida, a inativação por muscimol pré-treino em 
camundongos (Raybuck e Lattal, 2011) e em ratos (Thompson et al., 2012) não levaram a um 
prejuízo no condicionamento de traço, mas somente no CMS e no CMC.  
Já quando considerado suas subdivisões em específico, foi observado um aumento na 
expressão de Arc no BL, mas não no CeA ou no LA, após o treino no condicionamento de traço 
em relação a animais condicionados em um protocolo de retardo, de atraso (choque, seguido do 
intervalo, seguido pelo som) e não condicionados (Chau et al., 2013). Já a infusão de 
escopolamina (antagonista de receptores muscarínicos) pré-treino no LA diminuiu a CR de traço, 
mas não teve efeito no CMS ou no CMC (Baysinger et al., 2012). Abordando esta questão, um 
estudo recente mostrou que a lesão pré-treino no BLA resultou em prejuízo no condicionamento 
de traço, ao som e ao contexto, ao mesmo tempo em que a inativação de síntese proteica pós-
treino no BA, mas não no LA, prejudicou o condicionamento de traço (Kochli et al., 2015). Sendo 
assim, ainda não está claro que condições seriam necessárias para gerar o envolvimento da 
amígdala no condicionamento de traço, e se subdivisões específicas estariam preferencialmente 
envolvidas nesta forma de condicionamento. 
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Hipocampo 
A formação hipocampal é uma área cortical localizada no lobo temporal, distribuída ao 
longo do eixo septo-temporal e dorsoventral e consiste do giro denteado (GD), do hipocampo 
(áreas CA1, CA2 e CA3), do complexo subicular e do córtex entorrinal (Amaral e Witter, 1989). 
Ela é crítica para a formação da memória, em especial de domínio espacial, e suas diferentes 
subregiões vêm sendo estudadas para um número variado de tarefas envolvendo a 
aprendizagem. O hipocampo participa do processamento espacial, contextual e de memórias 
episódicas (Rudy e O’Reilly, 2001), mas não seria essencial para formas mais implícitas de 
aprendizado (Squire, 1992). 
O hipocampo é crítico para o processamento contextual (Rudy et al., 2002; Rudy 2009; 
Fanselow, 2010; Maren et al., 2013), e tem sido demonstrado ser exclusivamente engajado no 
CMC, mas não no CMS (Phillips e Ledoux 1992; Phillips e Ledoux 1994; Rudy e O’Reilly, 2001). 
O hipocampo dorsal (HD) é necessário para a aquisição da representação contextual (Rudy e 
O’Reily, 1999, 2001; O’Reilly e Rudy, 2001; Rudy et al., 2002) e para a consolidação no CMC, 
com lesões pós-treino levando ao prejuízo da exibição da CR (Biedenkapp e Rudy 2009; Maren 
et al. 1997; Wiltgen et al. 2006). Deste modo, a atividade do hipocampo, estrutura que comprime 
informações multi-sensoriais (Suzuki e Amaral, 2004), poderia ser o meio pelo qual se 
integrariam os vários estímulos que formam o contexto em um sistema unificado, subjazendo a 
formação de representações contextuais (Fanselow, 2010).  
Curiosamente, o hipocampo não parece ser a única estrutura capaz de adquirir 
informações contextuais, visto que lesões no HD administradas pré-treino não impedem 
completamente a expressão da CR (Maren et al., 1997; Wiltgen et al., 2006; Biedenkapp e Rudy, 
2009). Estes resultados sugerem que múltiplas estruturas poderiam adquirir a representação 
contextual, mas, sob circunstancias normais, o hipocampo teria um papel dominante. É 
hipotetizado que o condicionamento na ausência do hipocampo se basearia na associação dos 
estímulos que formam o contexto de forma individual ao US, de modo elemental, enquanto que 
o condicionamento hipocampo-dependente se basearia na associação de uma representação 
contextual, de modo configuracional (Rudy e O’Reilly, 1999, 2001; O’Reilly e Rudy, 2001; Rudy, 
2009, mas veja ver Fanselow, 2010). 
Apesar de não necessário no CMS, quando um CS auditivo é utilizado no 
condicionamento de traço uma atividade hipocampal passa a ser requerida (McEchron et al., 
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2000; Quinn et al., 2002; Chowdhury et al., 2005; Misane et al., 2005; Burman et al., 2006; 
Esclassan et al., 2009; Guimarãis et al., 2011; Raybuck e Lattal, 2011; Beeman et al., 2013). No 
condicionamento de traço, a lesão (McEchron et al., 2000; Quinn et al., 2002; Desmedt et al., 
2003; Chowdhury et al., 2005; Fendt et al., 2005; Burman et al., 2006; Trivedi e Coover, 2006; 
Quinn et al., 2008), a inativação reversível por muscimol (Esclassan et al., 2009; Guimarãis et 
al., 2011; Raybuck e Lattal, 2011) e o antagonismo de receptores NMDA (Misane et al., 2005; 
Quinn et al., 2005; Wanisch et al., 2005; Seo et al., 2008) no hipocampo prejudicam tanto a 
aquisição como a expressão do condicionamento de traço, sem afetar o condicionamento de 
retardo (McEchron et al., 2000; Quinn et al., 2002; Chowdhury et al., 2005; Misane et al., 2005; 
Burman et al., 2006; Esclassan et al., 2009; Guimarãis et al., 2011; Raybuck e Lattal, 2011; 
Beeman et al., 2013).  
Uma possível explicação para multifuncionalidade de atribuições dada ao hipocampo é a 
evidência de que seu funcionamento pode ser distribuído diferentemente através do seu eixo 
septo-temporal e dorsoventral. Esta ideia parece ser coerente, ao se analisar as diferenças nas 
conectividades aferentes e eferentes entre cada nível, de suas respostas comportamentais, 
emocionais e neuroquímicas (Fanselow e Dong, 2010). As funções hipocampais de memória e 
aprendizagem espacial são amplamente envolvidas com a porção septal do hipocampo (HD em 
roedores), considerando um papel menor da região temporal (hipocampo ventral, em roedores, 
HV) nestas funções (Moser et al., 1995). Ratos com lesões no HD tiveram um prejuízo na 
memória de trabalho e na referência espacial no teste do labirinto aquático (Moser et al., 1993). 
Essa relação com o aprendizado espacial e memória encontra consistência na sua conectividade 
anatômica com o córtex cerebral, onde a transmissão da maioria das informações visuais e 
espaciais das áreas sensoriais primárias do córtex para o hipocampo é principalmente destinada 
à sua região dorsal, via córtex entorrinal (Amaral e Witter, 1995). Em contraste, o HV apresenta 
uma proeminência particular em comportamentos emocionais e relacionados à ansiedade, 
incluindo o condicionamento de medo. Quando lesionado, efeitos ansiolíticos nos testes de 
ansiedade incondicionada foram observados (Kjelstrup et al., 2002). A conectividade anatômica 
do HV com estruturas límbicas fundamenta a associação desta sub-região com o processamento 
emocional (Amaral e Witter, 1995).  
Em especial, uma grande série de evidências indica que o HD estaria envolvido 
seletivamente no condicionamento de traço, mas não no CMS (Misane et al., 2005). Sua 
inativação com muscimol (Eclassan et al., 2009), inibição da síntese de proteína após o 
condicionamento (Runyan e Dash, 2005), o antagonismo de receptores NMDA (Wanisch et al., 
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2005; Seo et al., 2008) e a inibição do micro RNA mir-132 (Wang et al., 2013) levaram ao prejuízo 
no condicionamento de traço. Igualmente, o HV também desempenharia um papel crítico para o 
condicionamento de medo de traço. Sua inativação (Gilmartin et al., 2012; Cox et al., 2013), bem 
como lesões (Burman et al., 2006) produzem prejuízos na expressão da CR. Alguns estudos têm 
obtido efeitos da manipulação do HV maiores na aquisição de respostas de traço, do que a do 
HD (Eclassan, 2009; Cox et al., 2013). Esses resultados levam a pensar que, sobre certas 
circunstâncias e parâmetros comportamentais, o HV poderia passar a participar do aprendizado 
de traço. O tipo de procedimento experimental, como com mais ou menos exposições ao 
estímulo aversivo incondicionado ou a manipulação, pode estar relacionado a um maior estado 
de ansiedade, influenciando na participação das subdivisões hipocampais (Raybuck e Lattal, 
2014).  
Apesar dos inúmeros estudos demonstrando o papel do hipocampo, sua função 
específica no condicionamento de traço ainda permanece incerta. Estudos em roedores têm 
demonstrado que o hipocampo somente se torna necessário no condicionamento de traço 
quando o intervalo de traço entre os estímulos é mais longo, como quando intervalos maiores 
que 10s (Misane et al., 2005) ou de 40s (Guimarãis et al., 2011) são utilizados. Já estudos em 
humanos têm indicado que o condicionamento de traço se difere do condicionamento de retardo 
pela necessidade do conhecimento da associação entre o CS e US (Clark e Squire, 1998, Manns 
et al., 2000, Shors, 2004). O conhecimento da contingência, medido por meio de um questionário 
acerca das relações temporais entre os estímulos, é correlacionado a um melhor desempenho 
no condicionamento de traço, mas não no condicionamento de retardo (Clark e Squire, 1998). A 
necessidade da aquisição e da retenção da associação do CS ao US ocorrer de forma consciente 
para o condicionamento ocorrer poderia refletir o uso de uma memória episódica, que é 
dependente do hipocampo (Rudy e O’Reilly, 2001). A memória episódica pode ser definida como 
a habilidade de um organismo conscientemente evocar experiências passadas que ocorreram 
em um contexto espacial e temporal únicos (Eichenbaum, 2004). O hipocampo é crítico para 
lembrar a ordem de eventos em experiências distintas, guardando a sequência de eventos e 
organizando temporalmente a memória, ao mesmo tempo que também representa a localização 
de eventos espacialmente em ambientes definidos, ambas características da memória episódica 
(MacDonald et al., 2011). No condicionamento de traço, o hipocampo poderia fornecer o elo entre 
eventos descontínuos para compor sequências de memória. Os indivíduos teriam que adquirir 
conhecimento da estrutura da tarefa para o condicionamento ocorrer, conseguindo verbalizar os 
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princípios que o regem, com o intervalo de traço deixando mais difícil o condicionamento ser 
processado de maneira automática (Clark e Squire, 1998).  
Em animais não humanos, como roedores, a habilidade de combinar elementos de 
“onde”, “o que” e “quando” formando um episódio integrado, ou em outras palavras, a associação 
de eventos ao tempo e ao lugar onde ele ocorreu é operacionalmente definido como memória 
episódica, com tarefas contendo estes componentes podendo ser utilizadas como modelos 
experimentais (Babb e Crystal, 2005; Dere et al., 2005). Neste sentido, uma estratégia tipo 
memoria episódica também poderia estar sendo empregada para associação entre estímulos em 
descontinuidade temporal. A associação do CS ao US poderia ser obtida por meio da aquisição 
destes estímulos como parte de um mesmo episódio (a sessão de treino), de modo que a 
apresentação do CS sozinho seria suficiente para a reativação da memória da sessão de 
condicionamento aversiva, levando a CR de medo, com o hipocampo sendo necessário para a 
aquisição da sessão, do episódio experienciado (Guimarãis et al., 2011).  
Por outro lado, o condicionamento também ao contexto, durante o condicionamento de 
traço, tem sido apontando como o modo pelo qual seria possível construir uma associação entre 
um CS discreto e o US quando separados pelo intervalo de traço (Marchand et al., 2004). 
Estímulos contextuais de fundo forneceriam a conexão entre o US e o CS discreto. Como visto, 
o CMC é conhecido por ser desenvolvido quando não há CS explícito presente para sinalizar o 
US, exigindo a unificação entre um número de estímulos tônicos e de baixa saliência (Phillips e 
LeDoux, 1992). Deste modo, a participação do hipocampo poderia, assim, refletir a necessidade 
de aquisição do CMC para que um condicionamento posterior, de segunda ordem, ao CS discreto 
com o US pudesse ocorrer. O uso de múltiplos pareamentos e intervalos entre os pareamentos 
aleatórios e de grande duração, entretanto, tem sido utilizado como forma de diminuir o valor 
preditivo do contexto ao US apresentado, pela sua exposição a ele de modo prolongado e sem 
apresentação do US entre os pareamentos (Shors, 2004). 
 
Córtex pré-frontal 
Entender a participação do CPF no condicionamento de traço, bem como que funções 
estaria desempenhando, passa por um entendimento da área a ser considerada, de suas 
conexões com outras estruturas, do contexto de conexões de cada subdivisão e como foram 
subdivididas, e de seus padrões citoarquitetônicos. Por este motivo, será apresentado uma 
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revisão sobre suas características anteriormente a uma discussão de suas funções, e de suas 
funções no condicionamento de medo. 
O CPF tem sido definido de várias maneiras, dependendo da metodologia e parâmetros 
utilizados. Inicialmente foi estabelecido em primatas por meio de critérios citoarquitetônicos dos 
neurônios, correspondendo a área cortical localizada anteriormente a áreas pré motoras 
agranulares e que possuíam uma IV camada granular (Broadman, 1909 apud Zilles e Amunts, 
2010), uma característica que indicaria um alto desenvolvimento e diferenciação cortical 
(Sanides, 1966). Os neurônios do córtex cerebral têm uma organização laminar em camadas 
bem definidas que se conectam com diferentes regiões corticais e subcorticais, podendo ser 
classificadas em camada molecular (I), camada granular externa (II), camada piramidal externa 
(III), camada granular interna (IV), camada piramidal interna (V) e camada multiforme (VI). Cada 
camada cortical contém neurônios de diferentes formas, tamanhos e densidade, assim como 
diferentes organizações de fibras nervosas (Jones, 1984).  
Somente este critério citoarquitetônico, entretanto, não foi suficiente para caracterizar 
áreas corticais homólogas ao CPF em outras espécies. Ratos, por exemplo, não possuem uma 
IV camada granular em áreas corticais correspondentes a este polo anterior (Van Eden e Uylings, 
1985; Barbas e Pandya, 1989), o que levou ao questionamento da existência de áreas 
comparáveis ao CPF de primatas em roedores (Preus, 1995; Uylings et al., 2003). Contudo, 
áreas homólogas, apesar das diferenças locais no arranjo neuronal, são observadas, como o 
córtex primário motor, agranular em macacos, mas granular em ratos (Northcutt e Kaas, 1995). 
A definição por outros e mais abrangentes critérios foram assim se estabelecendo, levando a 
novas formas de classificação. Neste sentido, Rose e Woolsey (1948) assumiram o CPF como 
a área cortical de projeção do núcleo médio dorsal do tálamo. Esta definição anatômica permitiu 
a mesma caracterização em todos os mamíferos (Fuster, 2008). Estudos posteriores, utilizando-
se de melhores técnicas de traçadores retrógrados e anterógrados, mostraram projeções 
igualmente de outros núcleos talâmicos para o CPF, e do núcleo médio dorsal para outras áreas 
corticais (Giguere e Goldman-Rakic, 1988; Barbas e Pandya, 1989), levando a uma revisão e 
maior delimitação desta definição, passando a incluir somente como CPF a área cortical com 
projeções recíprocas entre o núcleo médio dorsal do tálamo e o córtex (Leonard, 1969), sendo 
esta, mais tarde, restringida a área cortical que teria projeções recíprocas e mais fortes (em 
número de densidade de terminais e números de neurônios) em comparação a projeções 
recíprocas a outros núcleos talâmicos (Groenewegen, 1988; Uylings e Van Eden, 1990). Estes 
diferentes critérios e técnicas utilizadas levaram a divergências atuais na inclusão de 
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determinadas áreas como parte do CPF, como o caso da área frontal (Fr2), também chamada 
de pré-central medial (PrCm), córtex agranular medial (Agm) ou área secundária motora (M2), e 
o córtex cingulado anterior (AC), em especial sua parte dorsal (ACd), também intitulado de córtex 
cingulado 1 (CG1), pela maior projeção recíproca a outros núcleos talâmicos que não o médio 
dorsal, dependendo, entretanto, do estudo em questão, mas por funções e padrões de conexões 
cortico-corticais ao mesmo tempo correspondentes ao do CPF. Isto levou a conclusão tanto de 
padrões de conexões mais similares às áreas pré-motoras ou homólogas aos campos oculares 
frontais, no CPF (Condé et al., 1995; Reep et al., 1996; Vertes et al., 2002). Evidencia-se aqui, 
assim, a dificuldade de uma definição baseada em apenas um critério. Atualmente, critérios para 
classificação da homologia de áreas corticais entre espécies têm se apoiado em diversas 
características, como os citados atributos citoarquitetônicos; padrões e densidades de conexões 
talâmicas, corticais e subcorticais; funções eletrofisiológicas e comportamentais; distribuição de 
receptores, neurotransmissores e neuropeptídios e o desenvolvimento embriológico 
semelhantes (Uylings et al., 2003). No presente estudo, a classificação com a inclusão do Agm 
e do AC como parte do CPF (Vertes et al., 2002) será considerada. 
 
Citoarquitetura 
A rede local do CPF consiste em neurônios piramidais excitatórios (cerca de 80-90% do 
total), e de interneurônios inibitórios (cerca de 10-20% do total), classificação originada a partir 
da observação da forma, tamanho e padrão de ramificação dendrítica em preparações coradas 
pelo método de Golgi (Lorente de No, 1949). Atualmente, ambos tipos de neurônios corticais 
podem ser subdivididos em diferentes tipos, de acordo com critérios morfológicos, de seus alvos 
pós-sinápticos, de suas propriedades fisiológicas e moleculares (como presença de proteínas de 
ligação de cálcio, neuropeptídios ou receptores) e de sua função (DeFelipe e Farinas, 1992; 
Markham et al., 2004; Riga et al., 2014). Os neurônios piramidais seriam a unidade excitatória 
do CPF, enquanto os interneurônios inibitórios poderiam exercer um controle na sincronização 
de disparo de neurônios piramidais e na oscilação neuronal (Kvitsiani et al., 2013). Os 
interneurônios inibitórios podem receber tanto sinapses excitatórias ou inibitórias que controlam 
sua atividade e utilizam o GABA (ácido gama-aminobutirico) como neurotransmissor (Markham 
et al., 2004). O GABA age através da abertura de canais de íons permeáveis a cloreto e potássio 
no neurônio pós-sináptico, alcançando seus efeitos funcionais por uma hiperpolarização da 
membrana neuronal. A classificação de interneurônios por meio de expressão de canais de íons 
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e consequentes propriedades fisiológicas, bem como pela expressão de determinados 
neuropeptídios (somatostatina) e de proteínas ligantes de cálcio (como a parvalbumina, 
calretinina e calbindina) têm sido uma das classificações de interneurônios mais bem estudadas. 
Interneurônios que contém parvalbumina possuem uma propriedade de disparo rápida, 
controlando a atividade de saída (em inglês, outputs) de neurônios piramidais por meio de uma 
inibição rápida e uniforme de seu disparo neuronal. Interneurônios que contém somatostatina, 
por outro lado, modulariam a atividade de entrada (em inglês, inputs) de neurônios piramidais, 
por seu efeito inibidor mais fraco, variável e prolongado ao longo do tempo (Markham et al., 2004; 
Kvitsiani et al., 2013), enquanto que interneurônios que contêm calretinina possuem um disparo 
irregular, e os que contem calbindina um padrão eletrofisiológico de alta frequência de disparo, 
seguido por períodos de repouso, em rajadas (em inglês, bursting) (Markham et al., 2004; Riga 
et al., 2014). Esta diversidade de propriedades eletrofisiológicas leva a um aumento da 
complexidade das redes locais, por ocasionarem respostas distintas em seus circuitos, e 
marcadores moleculares são assim úteis não só na classificação de circuitos corticais, mas em 
sua análise funcional. Já a classificação de neurônios piramidais encontra subdivisões diversas, 
talvez por falta de abordagens integradas de critérios de classificação. Algumas classificações 
incluem como base a expressão de receptores D1 ou D2 de dopamina (Riga et al., 2014), ou 
estão de acordo com o padrão de disparo, projeções e morfologia dos dendritos, como no caso 
de neurônios piramidais da camada V em roedores, classificados em um tipo I (em inglês, thick-
tufed), projetando-se para células subcorticais e tendo padrões de disparo em rajadas, ou um 
tipo II (em inglês, thin-tufted), projetando-se para diversas regiões e não disparando em rajadas 
(Dembrow e Johnston, 2014). 
 
Subdivisões e Projeções 
Em ratos, o CPF é divido topologicamente em orbital, lateral e medial. O CPF orbital é 
localizado na área cortical mais ventral, e se encontra na parte dorsal da extremidade caudal do 
bulbo olfatório e do sulco rinal, incluindo o córtex ventro orbital e ventro orbital lateral. O CPF 
lateral é localizado na área cortical mais lateral, na porção anterior do sulco rinal, e também é 
referido como córtex agranular insular. Ele inclui o córtex agranular insular dorsal e ventral, e o 
córtex orbital lateral. O córtex pré-frontal medial (CPFm) é localizado medialmente, constituindo 
a parte medial anterior e dorsal ao genu do corpo caloso (Heidbreder e Groenewegen, 2003). 
Em relação ao CPFm, distinções tanto na origem filogenética, como em termos funcionais, 
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associado a diferenças citoarquitetônicas, de padrões de conexões e neuroquímicas, dão suporte 
a uma subdivisão em 4 subáreas distintas: o Agm, o AC, o córtex pré-límbico (PL) e o córtex 
infra-límbico (IL) (Heidbreder e Groenewegen, 2003; Vertes, 2004).  
Usualmente, projeções eferentes do CPF para áreas subcorticais partem das camadas 
mais profundas (V, VI), e projeções cortico-corticais de camadas superficiais (II e III). Em 
roedores, pela organização laminar diferente sem a presença da IV camada granular, camadas 
mais profundas e superficiais recebem aferências e se projetam para áreas subcorticais e 
corticais igualmente (Douglas e Martin, 2004). Com base nos padrões de projeções de cada 
subdivisão, tem sido estabelecido que a porção mais ventral do CPFm, incluindo o IL e PL, seriam 
regiões mais especializadas no controle autonômico e emocional, respectivamente, enquanto 
que a porção mais dorsal do CPFm, incluindo o ACd e o Agm, seria áreas corticais mais 
especializadas no controle de ações, tendo conexões mais proeminentes com áreas motoras e 
pré-motoras (Van Eden et al., 1992; Heidbreder e Groenewegen, 2003; Vertes, 2004). Áreas 
mais dorsais do CPFm possuem conexões distintas com córtex associativo e sensoriomotor 
(Heidbreder e Groenewegen, 2003). Áreas mais ventrais do CPFm possuem extensivas 
conexões com a amígdala, o septo, áreas pré-ópticas e hipotalâmicas, córtex límbicos e 
temporais, enquanto que as conexões do CPFm dorsal com essas regiões são mais restritas 
(Heidbreder e Groenewegen, 2003). O PL tem como áreas de projeções principais o córtex 
agranular insular, o núcleo accumbens, o tubérculo olfatório, o claustrum, os núcleos 
paraventricular e reuniens do tálamo, o CeA e o BLA e os núcleos dorsais e mediais da rafe. Este 
padrão de conexões é consistente com a ideia do envolvimento do PL em funções cognitivas e 
emocionais, mais homóloga ao CPF dorsolateral de primatas. Em comparação, o IL possui 
projeções distintas para o septo lateral, o núcleo intersticial da estria terminal, núcleos pré-
ópticos laterais e mediais, o CeA, o  BMA, o núcleo medial e cortical da amígdala, os núcleos 
dorsomedial, lateral, posterior, supramamilar do hipotálamo e o núcleo solitário e o núcleo 
parabranquial do tronco cerebral, consistente com um papel autonômico e de um centro 
visceromotor, mais homólogo ao CPF orbitomedial em primatas (Vertes, 2004).  
Adicionalmente, o CPFm tem conexões recíprocas com vários sistemas 
neuromodulatórios. O CPFm recebe projeções colinérgicas do núcleo do prosencéfalo basal e 
do núcleo tegmental dorsal, noradrenérgicas do locus ceoruleus e serotonérgicas dos núcleos 
dorsal e medial da rafe. Neurônios histaminérgicos se projetam do hipotálamo túbero mamilar, e 
diferentes partes da área tegmental ventral se projetam para o CPF (Uylings et al., 2003) 
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Funções 
Além de suas conexões com estruturas subcorticais, a conectividade do CPF é 
caracterizada por uma rede elaborada de projeções recíprocas corticocorticais, lhe conferindo 
uma posição única dentre outras áreas corticais. A maioria dos terminais de axônios no CPF são 
aferências corticais (Van Eden et al., 1992), e essas conexões são predominantemente 
ipsilaterais (Groenewegen, 1988). Em roedores, o CPF é extensivamente conectado com áreas 
corticais somatosensorais, motoras, auditivas, visuais, olfatórias, gustatórias e límbicas (Van 
Eden et al., 1992; Uylings et al., 2003), de modo a ser considerado, em modelos de seu 
funcionamento, um centro de integração - o que permitiria sintetizar e atualizar informações 
necessárias para comportamentos complexos - e um centro executivo, de distribuição de várias 
redes em paralelo - o que permitiria exercer uma regulação de cima para baixo (em inglês, top-
down), influenciando a execução de uma vasta gama de processos cerebrais (Fuster, 2008). Por 
meio dessas vias, informações multimodais e informações do estado emocional do animal 
convergiriam para o CPF, permitindo a integração de informações do estado interno do animal 
com estímulos sensoriais do mundo exterior, e sua atualização para estruturas de saída. 
Conexões do tronco cerebral, do diencéfalo e do sistema límbico fornecem informações sobre o 
meio interno, como nível de excitação, motivações e os concomitantes viscerais das emoções. 
Conexões reciprocas com a amígdala e o hipotálamo conferem informações sobre significado 
motivacional dos estímulos, tendo um papel no comportamento emocional (Miller, 2000; Fuster 
et al., 2001; Uylings et al., 2003; Dalley et al., 2004; Fuster, 2008; Euston et al., 2012). Deste 
modo, as funções únicas que recaem sobre o CPF estariam estreitamente relacionadas às 
conexões e aos circuitos que forma com outras estruturas, desempenhando um papel geral no 
controle, seleção e execução de padrões de comportamentos, e sendo geralmente engajado em 
situações que contenham novidade, incerteza, ambiguidade ou que abrangem intervalos 
temporais (Uylings et al., 2003). 
Humanos e outros animais podem responder de outras formas que não reações reflexas 
a informações salientes do ambiente, como detectando e interpretando estímulos sensoriais, 
relacionando-os a experiências passadas e gerando um conhecimento sobre aquela situação 
que pode ser usado para selecionar a execução da resposta mais apropriada (Miller, 2000). 
Papeis chaves neste processo incluiriam a extração de características relevantes da experiência 
para uso em circunstancias futuras; selecionar informações dentre as várias disponíveis, bem 
como manter o foco de atenção a elas e/ou seu armazenamento temporário; a evocação de 
informações já armazenadas para seleção do comportamento mais adaptativo em um contexto 
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particular; a predição da resposta mais apropriada baseada em aprendizados passados, como 
representações contextualmente apropriadas ou regras de tarefas (Miller, 2000; Fuster et al., 
2001; Dalley et al., 2004; Euston et al., 2012).  
Neste sentido, o papel do CPF tem sido demonstrado em diversas funções relacionadas 
a estes processos de controle cognitivo, como na tomada de decisões, incluindo o 
monitoramento, detecção de erro, controle executivo, aprendizado guiado por reforço e decisão 
sobre o risco (Miller, 2000; Dalley et al., 2004; Cassaday et al., 2014; Riga et al., 2014); na 
seleção de respostas; na sinalização de expectativa ao reforço ou estímulo aversivo (Miller, 2000; 
Fuster et al., 2001; Dalley et al., 2004; Euston et al., 2012); na predição de valor; no planejamento 
e no sequenciamento de comportamentos (Fuster et al., 2001; Dalley et al., 2004; Riga et al., 
2014);  na flexibilidade do comportamento, incluindo a reversão de um aprendizado mediado por 
reforço (Miller, 2000; Dalley et al., 2004); em processos de atenção (Dalley et al., 2004; Cassaday 
et al., 2014) e em processos de memória, incluindo a memória de trabalho, a aquisição e 
consolidação do condicionamento de traço, a expressão de memórias remotas e recentes, o 
aprendizado de extinção e a renovação do medo (Miller, 2000; Fuster et al., 2001; Dalley et al., 
2004; Sotres-Bayon e Quirk., 2010; Euston et al., 2012; Courtin et al., 2013; Cassaday et al., 
2014; Gilmartin et al., 2014; Raybuck e Lattal, 2014; Riga et al., 2014). 
 
Córtex pré-frontal medial e o condicionamento de medo 
Além do papel da amígdala no CMS, e da amígdala e do hipocampo no CMC, evidências 
crescentes têm mostrado também uma participação do CPFm (para uma revisão, ver Rozeske 
et al., 2014). No condicionamento de medo, o PL tem sido associado a expressão de um medo 
previamente condicionado ao som e ao contexto, por meio de manipulações pré-teste (Vidal-
Gonzalez et al., 2006; Sierra-Mercado et al., 2011; Courtin et al., 2014), e o IL na extinção deste 
aprendizado, por meio de manipulações anteriores à sessão de extinção (Morgan et al. 1993; 
Quirk et al., 2000, 2006; Burgos-Robles et al., 2007; Corcoran e Quirk, 2007; Sierra-Mercado et 
al., 2011; Kwapis et al., 2014a; 2014b). Recentemente, Courtin e colaboradores (2014) 
mostraram que a inibição fásica de uma subpopulação de interneurônios gabaérgicos específica 
no CPFm dorsal, incluindo o PL e o AC, durante a apresentação do CS, subjaz a expressão do 
medo condicionado. Estes autores mostraram que a atividade de interneuronios dessas regiões 
é inibida durante a apresentação de um CS auditório associado anteriormente a um choque nas 
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patas, com sua ativação diminuindo a expressão da resposta de congelamento, e sua inibição 
fazendo-a aumentar frente ao CS, mesmo após o treino de extinção. Em seguida, foi descoberto 
que esta resposta era mediada por meio da redefinição da oscilação em fase teta no CPFm 
dorsal e a desinibição de neurônios piramidais que se projetam para o BLA, evidenciando o papel 
de uma conexão funcional entre PL e o BLA no controle da expressão do medo (Courtin et al., 
2014). Já o IL preveniria a expressão desta resposta condicionada de medo por meio de 
projeções para células intercaladas na amígdala, ativando um grupo de interneurônios 
gabaérgicos, que por sua vez, se projetam para o CeA, levando a sua inibição e efetivamente 
impedindo respostas de saída que levariam a expressão do medo condicionado (Quirk e Mueller, 
2008; Sotres-Bayon e Quirk 2010), evidenciando um papel na supressão de respostas 
comportamentais, autonômicas e neuroendócrinas. Além disso, o PL parece também estar 
envolvido na renovação do medo, que consiste na expressão da resposta de medo condicionada 
quando um animal é exposto a um contexto diferente do qual ocorreu a extinção (Knapska et a., 
2012) e na generalização e especificidade da CR no CMC (Xu e Südhof, 2013). 
Apesar de manipulações pré-teste, como a microestimulação e a inibição por muscimol 
ou por optogenética, respectivamente, afetarem a expressão da resposta de congelamento 
(Vidal-Gonzalez et al., 2006; Sierra-Mercado et al., 2011; Courtin et al., 2014), manipulações pré- 
treino e pós-treino parecem não interferir no CMC e no CMS. O bloqueio de canais de sódio 
(Corcoran e Quirk, 2007) e a inativação da transmissão sináptica (Xu e Südhof, 2013) no PL; a 
lesão na área ventral do CPFm (Morgan et al., 1993) no PL (Zelinski et al., 2010) e no AC (Han 
et al., 2003) e o bloqueio do mRNA para c-fos no AC (Vetere et al., 2011) feitos pré-treino não 
prejudicaram a aquisição do CMC. Entretanto, houve um prejuízo com o antagonismo de 
subunidades NR2B de receptores NMDA (Zhao et al., 2005) e a administração de muscimol e 
APV no AC (Tang et al., 2005) e no CPFm (Gilmartin et al., 2010) feitas pré-treino. Como nos 
protocolos que observaram prejuízo, o CMC foi realizado em conjunto com o condicionamento 
de medo de traço ou retardo, utilizando-se um som como CS, é possível que o envolvimento do 
CPFm na aquisição do CMC esteja relacionado com base no valor preditivo dos estímulos 
disponíveis. O CPFm pode estar participando do condicionamento somente quando uma 
avaliação da predição de valor aos estímulos é necessária, como no caso de vários estímulos 
presentes (Gilmartin et al., 2014). De fato, resultados semelhantes já foram observados em 
outros estudos, no qual a inativação do LA prejudicou a aquisição do CMC em primeiro plano, 
mas melhorou o desempenho na versão em segundo plano (Calandreau et al., 2005). Isto levanta 
a possibilidade do CPFm estar relacionado a aquisição do condicionamento de medo na 
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presença de múltiplos estímulos com valores preditivos diferentes, e na presença de 
componentes temporais, como será visto no condicionamento de traço, mas não somente na 
aquisição de componentes contextuais. 
No condicionamento de traço, tanto de medo (ver Tabela 2), quanto de piscar de olhos 
(ver Tabela 3), manipulações farmacológicas no CPFm tem demonstrado afetar a aquisição e a 
consolidação do condicionamento, sem afetar suas versões no condicionamento de retardo. Em 
relação a consolidação da memória de medo, considerando-se o CMC, muitos estudos atribuem 
uma participação do CPF na memória remota (maior do que 28 dias), mas não recente. Segundo 
o modelo de sistemas de consolidação (em inglês, standard model), memórias episódicas são 
pensadas inicialmente serem armazenadas no hipocampo, e então transferidas para o neocortex 
(Squire e Alvarez, 1995). Isto é corroborado por estudos mostrando o requerimento do neocortex, 
como a região do AC, para a evocação de memórias hipocampo-dependentes remotas, mas não 
recentes, no CMC (Frankland e Bontempi, 2005; Frankland et al., 2006; Restivo et al., 2009). No 
condicionamento de traço, entretanto, também tem sido atribuído um papel do CPF já na 
consolidação de memória recente. Evidências tem mostrado que no condicionamento de piscar 
de olhos e de medo de traço, as memórias seriam dependentes tanto do CPFm como do 
hipocampo a partir de momentos da ordem de horas, no pós-treino (Powell et al., 2001; Takehara 
et al., 2003; Runyan et al., 2005; Takehara-Nishiuchi et al., 2005, Blum et al., 2006; Quinn et al., 
2008; Reis et al., 2013). A lesão (Powell et al., 2001; Takehara et al., 2003; Quinn et al., 2008), 
a inativação por muscimol (Takehara-Nishiuchi et al., 2005; Blum et al., 2006), a inibição da 
quinase controlada pela sinalização extracelular (Erk) (Runyan et al., 2005), a inibição de 
proteassomas - um complexo de proteínas em células que contêm proteases e que quebra as 
proteínas que foram marcados por ubiquitina - e de síntese proteica (Reis et al., 2013) no CPFm 
pós-treino prejudicaram a consolidação do condicionamento de traço (ver Tabelas 2 e 3). Isto 
levanta a questão de que uma rede mais distribuída, tanto para a aquisição, tanto para o 
armazenamento de memórias, seria necessária para variações do condicionamento que 
requerem uma maior complexidade temporal. O PL recebe aferências da amígdala e da área 
CA1 do HV, e envia projeções diretamente para o BLA, e indiretamente, por meio de vias 
talâmicas, à área CA1 do HD (Vertes, 2004). Devido ao envolvimento preferencial do hipocampo 
e CPFm no condicionamento de traço, mas não de retardo, é possível que estas estruturas 
interajam para adquirir a associação entre o CS e US quando estes são separados por intervalo 
de tempo, bem como no armazenamento dessas associações para um posterior direcionamento 
a um comportamento melhor adaptado. No entanto, são necessários mais estudos para avaliar 
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se esta função é feita paralelamente ou posteriormente ao armazenamento realizado pelo 
hipocampo, bem como se sua participação na aquisição ou no armazenamento de respostas de 
traço se estenderiam também a outros tipos de estímulos, como multimodais. 
Considerando-se as divisões do CPFm em específico, foi observado um aumento do 
disparo persistente em neurônios do AC, durante o condicionamento de piscar de olhos de traço 
(Siegel et al., 2012), bem como um aumento da expressão do gene c-Fos medido após o treino 
(Han et al., 2003). Lesões no CPFm, incluindo o AC, prejudicaram o condicionamento de traço, 
mas não de retardo em coelhos (Kronforst-Collins e Disterhoft, 1998; Weible et al., 2000). 
Entretanto, a lesão eletrolítica seletiva desta subdivisão não afetou a aquisição do 
condicionamento de piscar de olhos de traço (McLaughlin et al.,2002). Curiosamente, o AC tem 
sido implicado, mais do que outras subdivisões do CPFm, como um potencial substrato neural 
para a atenção (Passeti et al., 2002; Han et al., 2003; Cassaday et al., 2014). Deste modo, é 
possível formar a hipótese de que a necessidade de sua atividade no condicionamento de traço 
poderia estar relacionada ao recrutamento de recursos de atenção ao CS durante o intervalo de 
traço para sua manutenção. Em contrapartida, o IL possivelmente não seria essencial para a 
aquisição deste condicionamento, sendo observado uma diminuição de sua atividade frente aos 
estímulos no condicionamento de traço (Gilmartin e McEchron, 2005).  
Em relação ao PL, foi observado que sua inativação durante o intervalo de traço, por meio 
da técnica optogenética prejudicou a aquisição do condicionamento de medo de traço (Gilmartin 
et al., 2013). Corroborando esta evidência, estudos neurofisiológicos que examinaram a atividade 
de neurônios durante o condicionamento de medo de traço, ou na associação entre estímulos 
descontínuos temporalmente em tarefas de memória de trabalho, mostraram um aumento da 
resposta de disparo tônico em neurônios do PL durante o intervalo entre os estímulos (Fuster, 
1990, Gilmartin e McEchron, 2005). O PL poderia estar mantendo a representação desses 
estímulos, visto o aumento do disparo persistente de subpopulações de neurônios na região no 
condicionamento de traço (Gilmartin e McEchron, 2005), igualmente observado em outras tarefas 
com descontinuidade temporal entre os estímulos, como de memória de trabalho (Fuster, 1973; 
Funahashi et al., 1989). Ratos com lesões no PL têm prejuízo em tarefas na qual um intervalo é 
imposto (Delatour et al., 1996; Kesner, 2000), e um aumento do disparo persistente durante os 
períodos de intervalo temporal entre o estímulo e a exibição da resposta foi observado em 
primatas (Fuster, 1973; Funahashi et al., 1989) em tarefas de memória de trabalho.  
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Tabela 2 - Efeito de manipulações no CPFm em tarefas com descontinuidade temporal: 
condicionamento de piscar de olhos de traço 
Tarefa Sujeitos Método Região 
Adminis-
tração 
Resultado Condicionamento Referência 
 
Condicionamento 
de piscar de olhos 
de traço e retardo 
 
Coelhos 
albinos 
machos e 
fêmeas 
 
Lesão por 
aspiração 
 
CPFm 
caudal 
 
Pré-treino 
 
Traço: prejuízo 
Retardo: sem 
efeito  
 
CS: som 
US: sopro de ar 
Intervalo: 500ms 
80 CS–US 
10 sessões 
 
 
Kronforst-
Collins e 
Disterhoft, 
1998 
  Lesão 
eletrolítica 
 
CPFm  
 
Pré-treino Traço: prejuízo 
Retardo: sem 
efeito 
 
Traço e 
retardo: sem 
efeito 
 
CS: som 
US: choque 
periorbital (50ms, 2-
3mA) 
Intervalo: 500 ou 
100ms 
96 CS-US  
10 sessões 
 
McLaughlin 
et al.,2002 
 Coelhos 
da Nova 
Zelândia 
Brancos 
fêmeas 
Lesão por 
aspiração 
CPFm 
caudal  
 
 
CPFm 
rostral 
Pré-treino Traço: prejuízo 
Retardo: sem 
efeito 
 
Traço e 
retardo: sem 
efeito 
 
CS: som 
US: sopro de ar 
Intervalo: 900ms 
80 CS-US 
15 sessões 
Weible et 
al., 2000 
 Coelhos 
da Nova 
Zelândia 
Brancos 
machos e 
fêmeas 
 
Lesão 
eletrolítica 
CPFm Pós-treino Traço: maior 
prejuízo  
Retardo: 
prejuízo 
 
CS: som 
US: choque 
periorbital (50ms, 2-
3mA) 
Intervalo: 500 e 
100ms 
96 CS-US  
10 sessões 
 
Powell et 
al., 2001 
 Ratos 
Wistar 
Muscimol 
e APV 
CPFm  Pré-treino 
 
 
 
Pós-treino 
 
Traço: prejuízo 
Retardo: sem 
efeito 
 
Traço e 
retardo: 
prejuízo 
 
CS: som 
US: choque 
periorbital (100ms, 
0,5-5mA) 
Intervalo: 500ms 
90 CS-US 
7 sessões 
 
Takehara-
Nishiuchi et 
al., 2005 
Condicionamento 
de piscar de olhos 
de traço 
Ratos 
Wistar 
Lesão por 
aspiração 
CPFm Pós-treino  Prejuízo CS: som 
US: choque 
periorbital (100ms, 
1,5mA) 
Intervalo: 500ms 
90 CS-US 
Máximo de 10 
sessões 
 
Takehara et 
al., 2003 
 
CPFm: córtex pré-frontal medial; AC: cingulado anterior; CS: estímulo condicionado; US: estímulo 
incondicionado; CR: resposta condicionada; APV: antagonista de receptores NMDA, muscimol: agonista 
de receptores GABAA 
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Tabela 3 - Efeito de manipulações no CPFm em tarefas com descontinuidade temporal: 
condicionamento de medo de traço 
Tarefa Sujeitos Região Método 
Adminis-
tração 
Resultado Condicionamento Referência 
 
Condiciona-
mento de 
medo de 
traço e 
retardo 
 
Ratos 
Sprague 
Dawley 
 
 
CPFm 
bilateral 
 
Muscimol 
 
Pré-
treino 
 
Traço: prejuízo 
Retardo: sem 
efeito 
 
CS: som 
US: choque nas 
patas (1,5mA, 1,5s) 
Intervalo: 5s ou 40s 
1 CS-US; 1 sessão 
 
Guimarãis 
et al., 2011 
 
 
 
Ratos 
Long-Evans 
 
PL 
bilateral 
 
Muscimol e 
APV 
 
Pré-
treino 
 
Traço: prejuízo 
Retardo: sem 
efeito 
 
CS: som 
US: choque nas 
patas (1mA, 1s) 
Intervalo: 20s 
6 CS-US; 1 sessão 
 
Gilmartin e 
Helmstetter, 
2010 
    
Ro25-6981 
 
NVP-
AAM077 
 
Pré-
treino 
 
Traço: prejuízo 
com ambos 
Retardo: 
prejuízo com 
NVP-AAM077 
 
CS: som;  
US: choque nas 
patas (1mA, 1s) 
Intervalo: 20s 
6 CS-US; 1 sessão 
 
Gilmartin et 
al., 2013 
    
Clasto 
lactacis-tina–
β-lactona 
  
Anisomi-cina 
 
Pós-
treino 
 
Traço: prejuízo 
com ambos 
Retardo: sem 
efeito com 
ambos 
 
CS: som 
US: choque nas 
patas (1mA, 1s) 
Intervalo: 20s 
4 ou 6 CS-US; 
1 sessão 
 
Reis et al., 
2013 
 
Condiciona-
mento de 
medo de 
traço 
 
Ratos 
Sprague 
Dawley 
 
PL 
bilateral 
 
U0126 
 
Pré-
treino 
 
Pós-
treino 
 
Prejuízo 
 
 
Prejuízo 
 
CS: som 
US: choque nas 
patas (0,7s, 0,8mA) 
Intervalo: 20s 
7 CS-US; 1 sessão 
 
 
Runyan et 
al., 2005 
   SCH-23390 Pré-
treino 
Prejuízo CS: som 
US: choque nas 
patas (0,7s, 0,8mA) 
Intervalo: 20s 
7 CS-US; 1 sessão 
Runyan et 
al., 2004 
  CPFm 
bilateral 
Muscimol Pós-
treino 
Prejuízo CS: som 
US: choque nas 
patas (0,7s, 0,8mA) 
Intervalo: 20s 
7 CS-US; 1 sessão 
 
Blum et al., 
2006 
 Ratos 
Long-Evans 
PL uni-
lateral 
 
PL 
bilateral; 
 
Muscimol Pré-
treino 
Sem efeito 
 
 
Prejuízo 
 
 
CS: som 
US: choque nas 
patas (1mA, 1s) 
Intervalo: 20s 
6 CS-US; 1 sessão 
 
Gilmartin et 
al., 2012 
 
 
 CPFm 
bilateral 
Lesão por 
NMDA 
Pós-
treino 
Prejuízo CS: som 
US: choque nas 
patas (0,9mA, 2s) 
Intervalo: 28s 
10 CS-US; 1 sessão 
 
Quinn et al., 
2008 
 
CPFm: córtex pré-frontal medial; AC: cingulado anterior; PL: pré-límbico; CS: estímulo condicionado; US: 
estímulo incondicionado; CR: resposta condicionada; Ro25-6981: antagonista NR2B de receptores NMDA; 
NVP-AAM077: antagonista NR2A de receptores NMDA; SCH-23390: antagonista de receptores D’1, 
U0126: inibidor de Erk; APV: antagonista de receptores NMDA, muscimol: agonista de receptores GABAA 
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A ideia de memória com as características de uma memória de trabalho foi introduzida 
por William James, e retomada por este termo por Miller e colaboradores (1960), para se referir 
a memória que seria utilizada para planejar e realizar um comportamento. O termo aplicado a 
roedores se originou dos experimentos de Olton e Honig, com o desenvolvimento do labirinto 
radial de 8 braços (Honig, 1978; Olton, 1979). Na tarefa, o animal é colocado no centro do 
labirinto, e uma recompensa na forma de comida é disponibilizada no final de cada braço. A 
memória de trabalho em roedores seria assim a memória que permitiria que o animal lembrar, 
dentro daquela sessão, que braço já havia sido visitado, evitando entrar em um braço que já 
havia pego o reforço. Pensando nesta tarefa, a presença de algumas características a 
diferenciariam de outros tipos de memória, permitindo sua conceituação. A memória de trabalho 
poderia ser definida como (1) um processo no qual uma informação (que braço o animal já havia 
entrado, e sua localização) deveria ser mantida ao longo de um intervalo de tempo, na ausência 
dos estímulos que a formaram; (2) a necessidade de manutenção ativa desta informação, de 
modo intencional, para o uso em um comportamento futuro (manter a informação da localização 
dos braços com o propósito de utilizá-la posteriormente), dependendo assim de um aprendizado 
de uma regra, que seria flexível, na execução daquela tarefa; (3) a exibição deste 
comportamento, envolvendo uma escolha (de qual braço entrar ou não), em busca de uma 
resposta mais adaptada àquela situação; e (4) não ser mais relevante, e por isso poder ser 
esquecida, após a realização daquela sessão, pois futuramente, em uma outra sessão, 
depender-se-ia de outras e novas informações sobre qual braço o animal já entrou ou não. Outras 
tarefas, envolvendo a manutenção de outros estímulos, como pistas discretas, objetos e 
igualmente localizações espaciais também foram desenvolvidas, incluindo os atributos 
previamente citados (para uma revisão, ver Dudchenko, 2004). 
O requerimento do CPFm quando um IDT entre os estímulos é adicionado pode refletir, 
assim, a necessidade de algumas funções que tem sido relacionada a ele. Essas funções 
poderiam ser a de recém descrita memória de trabalho, de expectativa a vinda do US, de 
avaliação da contingência, de processos atencionais e/ou de uma regulação subcortical, como 
visto ser necessário para expressão do medo condicionado (Courtin et al., 2014). Pensando-se 
de acordo com os modelos propostos para seu funcionamento anteriormente descritos, o CPFm 
poderia facilitar a memória de medo através da integração, ou da coordenação da integração, de 
informações sensoriais, como o som e o choque, e as decorrentes respostas emocionais, através 
do armazenamento das memórias desta associação em uma rede baseada na amígdala 
(Gilmartin et al., 2014).  
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Hipótese 
Dado o papel do CPFm em tarefas que precisam manter informações, como estímulos 
discretos, objetos e localizações, ao longo do tempo, como no condicionamento de medo de 
traço e na memória de trabalho, é possível que ele também seja uma estrutura chave na 
manutenção e associação de CS contextuais a um estímulo aversivo separado temporalmente a 
ele. Desta forma, espera-se que o PL também seja necessário para a manutenção de uma 
representação contextual adquirida na pré-exposição, durante o IDT, para subsequente 
associação ao US. 
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Objetivos 
 
O objetivo geral do presente estudo foi verificar os parâmetros para que o CMC em ratos 
ocorresse pela manutenção de uma representação contextual ao longo de um IDT entre os 
estímulos e sua possível susceptibilidade à inativação do PL. Para isto, o trabalho apresenta-se 
dividido em quatro experimentos, com os seguintes objetivos específicos: 
 
1. Verificar a necessidade ou não de um período de reexposição no CMC com IDT de 5s, 
de forma a estabelecer os parâmetros suficientes para que ocorra a associação do 
contexto com o US. 
2. Verificar se os parâmetros de reexposição utilizados no CMC com IDT de 5s 
proporcionariam o condicionamento quando se utiliza um IDT de 24h 
3. Melhor investigar os parâmetros nos quais ocorre a associação do contexto com o US 
utilizando o IDT de 5s, e sua semelhança ao condicionamento de traço, verificando-se se 
a CR é específica ao contexto da pré-exposição, e se esta associação é possível sem 
que este mesmo contexto retome durante a apresentação do US imediato. 
4. Uma vez obtido o protocolo de CMC em descontinuidade temporal, verificar se a 
manutenção da representação contextual ao longo do IDT dependeria de funções do PL. 
Para isto, investigamos o efeito da inativação reversível do PL na aquisição do CMC com 
IDT de 5s e choque imediato na reexposição ao contexto.  
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Materiais e Métodos 
 
Sujeitos experimentais  
Foram utilizados 258 ratos Wistar machos, de 10 semanas de idade no início dos 
experimentos, pesando 250-330g, provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos 
Experimentais para a Biologia e Medicina (CEDEME, Universidade Federal de São Paulo, Brasil). 
Após sua chegada ao laboratório, os animais foram alojados em gaiolas com chão forrado com 
sabugo de milho, em grupos de 5 animais cada, com ciclo de claro-escuro de 12 horas (claro, 
das 7:00 às 19:00) e temperatura de 22º C (± 1ºC). Após a cirurgia, quando existente, foram 
alojados individualmente para não comprometimento do capacete de acrílico e das cânulas guia 
por outro animal. Durante todo o experimento os animais tiveram livre acesso à água e comida. 
O Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Federal de São Paulo aprovou o estudo 
sob o número de protocolo 96401712013. Todos os experimentos foram realizados de acordo 
com as recomendações da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins 
Científicos e Didáticos – DBCA e Diretrizes de Prática de Eutanásia do CONCEA, do Conselho 
Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, Brasil). 
 
Aparelhos Experimentais  
A câmara de condicionamento utilizada nas tarefas comportamentais é composta por uma 
caixa acrílica, medindo 30 x 35 x 60 cm. As paredes da caixa são pretas, com teto transparente 
e base formada por hastes metálicas (cada grade com 0,4 cm de diâmetro, com distância de 1,2 
cm uma da outra) conectadas a um gerador elétrico (AVS – Projetos Especiais). Uma câmera 
filmadora acoplada ao teto do compartimento foi usada para registro comportamental. Esta 
câmara de condicionamento foi chamada de contexto A. Para o contexto B, outra câmara de 
condicionamento foi utilizada, a fim de possibilitar a criação de uma representação contextual 
diferente daquela do contexto A. Este aparelho consistiu de um recipiente cilíndrico, branco, 
medindo 35 x 60 cm com chão de acrílico. O contexto A foi limpo com uma solução de 20% de 
etanol, e o contexto B com uma solução aquosa de 10% de hipoclorito de sódio. 
A caixa de transição, na qual se manteve o animal durante o intervalo entre a pré-
exposição e reexposição ao contexto nos grupos com IDT de 5s, ou entre a pré-exposição e a 
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gaiola moradia nos grupos com IDT de 24h, foram semelhantes à gaiola de alojamento na qual 
se mantiveram durante todo o experimento, com o sabugo de milho da própria gaiola. Esta caixa 
também foi utilizada como caixa de transporte à sala experimental na habituação e no dia do 
treino. Uma caixa de madeira branca, com tampa superior de abertura lateral e chão forrado com 
papel foi utilizada como caixa de transporte no dia do teste.  
 
Cirurgia Estereotáxica 
Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (90mg/Kg) e Cloridrato de 
Xilazina (10mg/Kg) (Vertbrands) administrados por via intraperitoneal (i.p), e em seguida fixados 
ao aparelho estereotáxico pelo rochedo temporal e incisivos superiores, ficando o crânio ajustado 
em posição horizontal, entre bregma e lambda. Após assepsia e administração subcutânea de 
anestésico local (Cloridrato de Lidocaína a 3%, conjugado com vasoconstritor, norepinefrina) a 
calota craniana foi exposta e o periósteo removido. Em seguida foram feitos três orifícios para 
fixação dos parafusos de ancoragem. Outros 2 orifícios foram perfurados para implantação das 
cânulas guias (23 gauge). A cânula guia foi introduzida verticalmente a partir do bregma, e 
direcionada ao córtex PL nas seguintes coordenadas: +3,2 mm anteroposterior (AP), +-0,7 mm 
mediolateral (ML) e -1,5mm dorsoventral (DV), de acordo com o atlas Paxinos e Watson (1997). 
A coordenada escolhida permitiu que as cânulas guia implantadas permanecessem acima do IL, 
PL e CA, subdivisões do CPFm relacionadas ao condicionamento de medo, mantendo-se na 
subdivisão do Agm. Cada cânula-guia foi selada em seu interior, com um fio metálico, 
protegendo-a de eventuais impurezas e entupimentos que prejudicariam a administração das 
drogas. Após a cirurgia, os animais receberam injeção intramuscular de pentabiótico 0,1 ml (Fort 
Dodge) e foram colocados em uma caixa de madeira com luz vermelha para recuperação por 
12h, sendo transferidos para gaiolas de alojamento individuais posteriormente no biotério, na 
qual permaneceram por 7 dias de recuperação com observação e acompanhamento do peso 
diário. 
 
Droga e Micro infusão  
Para inativação bilateral reversível do PL foi utilizado o agonista de receptores GABAA 
muscimol conjugado com tetrametil-rodamina (BODIPY® TMR-X conjugate, Molecular Probes). 
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O muscimol foi diluído em 1ml de líquido cérebro-espinhal artificial (ACSF, do inglês, artificial 
cerebrospinal fluid), resultando em uma concentração de 1mg/ml, e armazenado em -20°C até 
seu uso. O volume de 0,3 μL de muscimol foi micro injetado por meio de uma micro seringa de 
10 μl (Hamilton) conectada a um seguimento de polietileno acoplado a uma agulha injetora de 
10,5mm inserida à cânula guia implantada no animal. O volume de 0,3μl foi microinjetado a uma 
velocidade de 0,25μl/m controlado por uma bomba de microinfusão (modelo Insight), 
simultaneamente em ambos os lados. A injetora permaneceu por mais 60s após o término de 
infusão da droga para prevenção de refluxo. Grupos controle passaram pelos mesmos 
procedimentos, porém foram micro injetados com 0,3 μL de ACSF. Após 30 min da infusão, os 
animais foram submetidos a tarefa comportamental. Nós escolhemos o muscimol marcado com 
uma molécula fluorescente pelo fato de sua difusão ser mais lenta e em uma área mais limitada, 
devido a seu peso molecular menor e dissolução em fibras mielinizadas e membranas lipídicas 
(Allen et al., 2008). Isto permite um estudo mais seletivo do CPFm, restrito ao PL, e uma análise 
posterior da área de difusão da droga por microscopia. A dose escolhida foi utilizada segundo 
trabalhos anteriormente publicados com micro infusão na mesma estrutura e mesma droga (Allen 
et al., 2008). 
 
Habituação 
Como procedimento experimental comum no dia do treino, tínhamos o transporte do 
animal do biotério à sala de experimentação, a pré-exposição à câmara de condicionamento ou 
à câmara alternativa, a passagem do animal para a caixa de transição durante o IDT de 5s (a 
mesma caixa utilizada para o transporte) e o retorno a câmara de condicionamento, seguido pelo 
transporte do animal à gaiola moradia no biotério. Nos grupos com IDT de 24h o mesmo 
procedimento era realizado, com a exceção de que os animais eram transportados para a gaiola 
moradia durante o IDT, retornando a câmara de condicionamento 24h mais tarde. Para evitar a 
formação de uma associação entre o transporte do biotério a sala de experimentação e vice-
versa e/ou à caixa de transição/transporte e a câmara de condicionamento, de modo que a caixa 
de transição fizesse um elo de ligação durante o IDT, ou o transporte reativasse a memória da 
representação contextual no dia teste, uma habituação foi realizada. A sessão de habituação se 
consistiu de uma exposição repetida à caixa de transição para redução de sua associabilidade 
ao US, ou sua associabilidade ao próprio contexto da câmara de condicionamento. Tem sido 
demonstrado que a exibição de forma repetida e não associada ao US diminui a associabilidade 
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daquele CS, efeito chamado de inibição latente (Lubow e Moore, 1959; Radulovic et al., 1998). 
A exposição também foi feita de forma a tentar diminuir a saliência deste estimulo, e o 
recrutamento de processos atencionais a ele, durante o IDT, que poderiam interferir com a 
manutenção da representação contextual. Isto parece ser especialmente importante visto que o 
condicionamento com estímulos descontínuos temporalmente, como o de traço, parece ser mais 
prejudicado por estímulos distratores do que no esquema de retardo, em animais (Han et al., 
2003) e humanos (Carter et al., 2003). Por último, este procedimento permitiu uma habituação à 
manipulação feita pelo experimentador, no presente caso, necessárias também durante a tarefa 
de condicionamento, para redução de respostas de estresse não especificas. Os animais foram 
manipulados pelo experimentador por 5min por 3 dias consecutivos que antecederam o 
condicionamento, mimetizando-se também o movimento necessário para a transição no dia do 
treino, para isto movendo o animal entre duas caixas de transição. No Experimento 4, além da 
descrita sessão de habituação, os animais foram também habituados a remoção do fio metálico 
inserido no interior das cânulas guia, em uma habituação ao procedimento que passariam 
durante a micro infusão. 
 
Experimento 1 – Efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto na aquisição do 
condicionamento de medo com IDT de 5s 
Neste primeiro experimento procurou-se investigar os parâmetros de treino no qual o 
CMC ocorreria pela manutenção de um CS contextual ao longo do IDT entre o contexto e o US. 
Para isto, estabeleceu-se a partir do uso do modelo do CPFE, se um CS contextual pode ser 
associado ao US sem a necessidade de reativação da representação contextual, tanto pela 
reexposição ao contexto por alguns segundos antes da apresentação do US ou por pistas da 
caixa de transporte, verificando-se para tanto o efeito da variação do intervalo de reexposição.  
Os animais foram pré-expostos no contexto A (grupo PRE-A) ou contexto B (grupo PRE-
B), e permitidos explorá-lo por 5min. Em seguida foram colocados na caixa de transição por 5s, 
e então transferidos para o contexto A. No Experimento 1A, os animais foram colocados no 
contexto A e imediatamente após receberam um choque nas patas (0,8mA, 1s). No Experimento 
1B, o choque nas patas foi dado após 15s de exposição ao contexto A (ver Figura 3). Os ratos 
foram removidos imediatamente e retornados à gaiola moradia. A sessão de teste ocorreu 48h 
após o treino. As respostas de congelamento foram mensuradas no contexto A por 5min, e 
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nenhum US foi apresentado. A resposta de congelamento foi medida continuamente com o uso 
de um cronômetro por um observador experiente, cego ao protocolo de condicionamento dos 
animais. A média da resposta de congelamento por minuto foi utilizada como medida da CR. Em 
ambos os experimentos, um grupo adicional foi colocado no contexto A pela primeira vez, 
recebendo um choque nas patas no segundo final dos 5min de exposição, em um 
condicionamento de retardo (grupo Retardo, ver Tabela 4). Este grupo forneceu uma resposta 
de congelamento para comparação à CR obtida no condicionamento em descontinuidade 
temporal. Já o grupo PRE-B forneceu um controle para o efeito de outros elementos, que não o 
contexto da pré-exposição, na aquisição do condicionamento, bem como para obter-se uma 
resposta de congelamento de um animal que levou um choque imediato a aquele contexto, 
refletindo, possivelmente, uma resposta incondicionada ou sensibilização, para comparação com 
o CPFE. Apesar do grupo PRE-B ter sido exposto pela primeira vez ao contexto A no momento 
chamado de reexposição, o grupo PRE-A foi mantido como parâmetro. Assim, as nomenclaturas 
reexposição e intervalo de reexposição foram mantidas para se referir a este momento e 
intervalo, respectivamente. 
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Figura 3. Desenho experimental do condicionamento de medo ao contexto em descontinuidade 
temporal de 5s com apresentação do choque imediato (Experimento 1A) ou após 15s de intervalo de 
reexposição (Experimento 1B). CS: estímulo condicionado; US: estímulo incondicionado; IDT: intervalo de 
descontinuidade temporal; A: Contexto A; B: Contexto B; PRE: pré-exposição  
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Experimento 2 – Efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto na aquisição do 
condicionamento de medo com IDT de 24h  
Para verificar uma possível diferença entre IDT curtos e longos, o condicionamento de 
medo foi realizado conforme descrito no Experimento 1, com a exceção de que o IDT usado foi 
de 24h. Após os 5min de pré-exposição no contexto A ou B, os animais foram colocados na caixa 
de transição e transferidos para suas gaiolas moradias por 24h, e então colocados no contexto 
A. Os ratos receberam um choque imediato no Experimento 2A, ou um choque após 15s de 
exposição no Experimento 2B (ver Figura 4). A sessão de teste também foi realizada 48h depois 
(ver Tabela 4).  
 
Figura 4. Desenho experimental do condicionamento de medo ao contexto em descontinuidade 
temporal de 24h com apresentação do choque imediato (Experimento 2A) ou após 15s de intervalo de 
reexposição (Experimento 2B). CS: estímulo condicionado; US: estímulo incondicionado; IDT: intervalo de 
descontinuidade temporal  
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Experimento 3 – Efeito de contextos diferentes na pré-exposição e na apresentação do 
US imediato na aquisição do CMC com intervalo de descontinuidade temporal de 5s 
O Experimento 3 foi desenhado para investigar se as respostas de congelamento eram 
específicas ao contexto da pré-exposição, e se o contexto da pré-exposição era necessário ser 
o mesmo durante a apresentação do US, mesmo utilizando um choque imediato. Para isto, 
animais foram pré-expostos por 5min ao contexto A (grupos AA/AB ou AA/BA) ou ao contexto B 
(grupo BA/BA), e após serem colocados na caixa de transição por 5s, expostos ao contexto A, 
no qual receberam um choque imediato (0,8mA, 1s). A sessão de teste 1 ocorreu 48h depois no 
contexto A para o grupo AA/AB e no contexto B para os grupos AA/BA e BA/BA. A sessão de 
teste 2 foi realizada 24h após a sessão de teste 1, desta vez, no contexto B para o grupo AA/AB 
e no contexto A para os grupos  AA/BA e BA/BA (ver Figura 9B). Duas sessões foram feitas em 
ordem de verificar-se a especificidade da resposta de congelamento ao contexto da pré-
exposição, além de testar um possível efeito de ordem do contexto do teste nos grupos AA/AB e 
AA/BA (ver Figura 5). 
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Figura 5. Desenho experimental do efeito de contextos diferentes na pré-exposição e na 
apresentação do US imediato na aquisição do CMC com intervalo de descontinuidade temporal 
de 5s (Experimento 3). CS: estímulo condicionado; US: estímulo incondicionado; IDT: intervalo de 
descontinuidade temporal; B: Contexto B; A: Contexto A.  
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Experimento 4 – Efeito da inativação reversível do PL na aquisição do CMC de retardo 
ou com IDT de 5s 
Para verificar se a função do PL é necessária na manutenção de uma representação 
contextual durante o IDT de 5s, ratos foram micro infundidos com muscimol (MUS grupo) ou 
ACSF (ACSF grupo), diretamente no PL, 30min antes do treino. Visto que o PL poderia estar 
envolvido na formação da representação contextual ou do condicionamento de forma geral, e 
não necessariamente na manutenção da representação ao longo do IDT, no Experimento 4A os 
animais foram treinados em um protocolo de condicionamento de medo de retardo. Uma vez que 
a aquisição do condicionamento entre estímulos descontínuos foi possível com o choque 
imediato e IDT de 5s, este protocolo foi utilizado na sessão de treino no Experimento 4B (ver 
Figura 6 e Tabela 5). 
 
Figura 6. Desenho experimental do efeito da inativação do córtex pré-límbico no condicionamento 
de medo ao contexto de retardo (Experimento 4A) ou com intervalo de descontinuidade temporal de 5s 
(Experimento 4B). CS: estímulo condicionado; US: estímulo incondicionado; IDT: intervalo de 
descontinuidade temporal; PL: córtex pré-límbico  
Histologia 
Após o término do Experimento 4, os animais foram anestesiados com injeção i.p. de 
1ml/kg de cloridrato de cetamina e 0,5ml/kg de xilazina (Vertbrands). Os encéfalos foram 
removidos da calota craniana e mantidos congelados a -80ºC. Secções coronais de 30 μm 
contendo o PL foram coradas com Cresyl Violeta e analisadas por microscópio para examinar o 
local da agulha injetora. Para determinar o padrão de difusão da droga, um grupo independente 
de animais foi micro injetado com 0,3 μl de muscimol fluorescente no PL e eutanasiado 30min 
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mais tarde, conforme descrito em drogas e micro infusão e o procedimento de eutanásia relatado 
nesta sessão. Seções coronais do PL de 30 μm foram montadas em lâminas e analisadas em 
campo escuro no microscópio (Olympus). Figuras representativas do local de infusão da agulha 
injetora e da área micro injetada no rato são mostradas na Figura 10, e o padrão de difusão da 
droga na Figura 11. Animais com a marcação da agulha injetora fora do PL foram excluídos da 
análise.  
 
 
Tabela 4 - Desenhos experimentais utilizados nas tarefas comportamentais 
  
Grupo 
 
PRE 
 
IDT 
 
Apresentação do 
US 
 
Contexto 
Teste 1 
 
Contexto 
Teste 2 
 
Experimento 1A 
 
 
 
Experimento 1B 
 
PRE-A 
 
A 
 
5s 
 
Imediato 
 
A 
 
- 
PRE-B B 5s Imediato A - 
Retardo A Nenhum Imediato A - 
 
PRE-A 
 
A 
 
5s 
 
Após 15s 
 
A 
 
- 
PRE-B B 5s Após 15s A - 
Retardo  A Nenhum Após 15s A - 
       
 
Experimento 2A 
 
 
 
Experimento 2B 
 
PRE-A 
 
A 
 
24h 
 
Imediato 
 
A 
 
- 
PRE-B B 24h Imediato A - 
Retardo A Nennhum Imediato A - 
 
PRE-A 
 
A 
 
24h 
 
Após 15s 
 
A 
 
- 
PRE-B B 24h Após 15s A - 
Retardo A Nenhum Após 15s A - 
       
 
Experimento 3 
 
 
AA/AB 
 
A 
 
5s 
 
Imediato 
 
A 
 
B 
AA/BA A 5s Imediato B A 
BA/BA B 5s Imediato A A 
 
CMC: condicionamento de medo ao contexto; PRE: pré-exposição; US: estímulo incondicionado, CS: 
estímulo condicionado; A: contexto A; B: contexto B; IDT: intervalo de descontinuidade temporal 
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Tabela 5  – Desenhos experimentais com infusão de drogas 
  
Grupo 
 
Infusão 
 
PRE 
 
IDT 
 
Apresentação 
do US 
 
Teste 
 
Experimento 4A 
 
ACSF 
 
ACSF 
 
A 
 
Nenhum 
 
Imediato 
 
A 
 
 
 MUS 
 
 
muscimol 
 
 
A 
 
 
Nenhum 
 
 
Imediato 
 
 
A 
 
Experimento 4B 
 
ACSF 
 
ACSF 
 
A 
 
5s 
 
Imediato 
 
A 
      
 
MUS 
 
muscimol 
 
A 
 
5s 
 
Imediato 
 
A 
PRE: pré-exposição; US: estímulo incondicionado, CS: estímulo condicionado; A: contexto A; B: contexto 
B; IDT: intervalo de descontinuidade temporal 
 
Análise Estatística 
O efeito da apresentação do choque de forma imediata ou após 15s com IDT de 5s ou 
24h, na média de congelamento dos animais foi verificado através de uma análise de variância 
(ANOVA) para medidas repetidas (fator tempo), incluindo fator grupo. Foi comparado a medida 
de congelamento dos animais entre o treino e teste (fator tempo), entre os grupos (fator grupo) 
e sua interação. O efeito da infusão de muscimol ou ACSF no tempo de congelamento dos 
animais, e de contextos diferentes na pré-exposição e apresentação do US imediato foram 
analisados pelo mesmo método estatístico. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado 
significativo. Nestes casos, foi utilizado o teste post hoc de Tukey. As análises foram feitas no 
software STATISTICA 12 (StatSoft). 
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Resultados 
 
Experimento 1 – Efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto na aquisição 
do condicionamento de medo com intervalo de descontinuidade temporal de 5s 
 
A pré-exposição ao contexto permitiu a aquisição do condicionamento de medo tanto 
quando os animais foram reexpostos por 15s tanto quando receberam o choque imediato no 
Contexto A. No Experimento 1A, quando o choque foi apresentado imediatamente (Figura 7A), 
a ANOVA de Medidas Repetidas mostrou um efeito significante da sessão [F(1, 31) = 97,14; p < 
0,05], do grupo [F(2, 31) = 7,68; p < 0,05], e da interação entre os fatores sessão e grupo [F(2, 31) = 
21,18; p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey da interação mostrou que os grupos Retardo (p < 
0,05) e PRE-A (p < 0,05) tinham um tempo médio de congelamento por minuto significativamente 
maior no teste que o grupo PRE-B, mas não se diferiam (p =0,998). O teste post hoc de Tukey 
também mostrou que os animais dos grupos Retardo (p < 0,05) e PRE-A (p < 0,05) possuíam 
um tempo médio de congelamento por minuto significativamente maior no teste comparado a 
seus próprios valores no treino, evidenciando um aprendizado da tarefa. Isto releva um não 
aprendizado do grupo pré-exposto a um contexto diferente daquele em que ocorre o 
condicionamento, e que 5s de IDT permite a aquisição do condicionamento como no protocolo 
de retardo. 
Na apresentação do choque após 15s no contexto (Figura 7B), no Experimento 1B, houve 
um efeito significante da sessão [F(1, 31) = 151,46; p < 0,05], do grupo [F(2, 31) = 6,62; p < 0,05] e 
da interação entre a sessão e grupo [F(2, 31) = 9,64; p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey da 
interação mostrou que os grupos Retardo (p < 0,05) e PRE-A (p < 0,05) possuíam tempo médio 
de congelamento por minuto no teste significativamente maior comparado ao grupo PRE-B, e 
não se diferiram (p = 1,000). Todos os grupos tiveram tempo médio de congelamento por minuto 
maior no teste do que na sessão de treino, relevando um aprendizado da tarefa por todos (p < 
0,05). Estes resultados mostram que 15s de exposição ao contexto é suficiente para aumentar o 
tempo médio de congelamento por minuto no grupo PRE-B, mas comparado aos grupos Retardo 
e PRE-A, esta resposta é significativamente menor. 
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Figura 7. Efeito da facilitação pela pré-exposição na aquisição do condicionamento de medo ao 
contexto com apresentação do estímulo incondicionado imediato (A) ou após 15s (B) com 5s de intervalo 
de descontinuidade temporal. Média por minuto (± EP) do tempo de congelamento durante o treino e o 
teste nos grupos Retardo, PRE-A e PRE-B. O número de animais é mostrado após o nome do grupo. * 
Indica p < 0,05 comparado a seus próprios valores no treino; # indica p < 0,05 comparado aos grupos 
Retardo e PRE-A no teste (Análise de variância para medidas repetidas seguida de post hoc de Tukey). 
CS: estímulo condicionado, US: estímulo incondicionado; PRE: pré-exposição. 
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Experimento 2 – Efeito da facilitação pela pré-exposição ao contexto na aquisição do 
condicionamento de medo com intervalo de descontinuidade temporal de 24h 
 
A pré-exposição ao contexto permitiu a aquisição do condicionamento de medo com a 
apresentação do choque após 15s, mas esta é diminuída quando o choque é apresentado 
imediatamente. No Experimento 2A, no qual o choque foi apresentado imediatamente (Figura 
8A), a ANOVA de Medidas Repetidas mostrou um efeito significante da sessão [F(1, 32) = 89,68 p 
< 0,05], do grupo [F(2, 32) = 14,23; p < 0,05], e da interação entre sessão e grupo [F(2, 32) = 25,03; 
p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey da interação mostrou que, embora o grupo PRE-A tenha 
um tempo de congelamento aumentado no teste em relação ao que se observa na pré-exposição 
(p < 0,05), este tempo é reduzido em relação ao grupo Retardo (p < 0,05). Adicionalmente, o 
grupo PRE-A não apresentou diferença significativa em relação ao grupo PRE-B no dia do teste. 
O grupo Retardo também apresentou um tempo médio de congelamento por minuto 
significativamente maior no teste comparado ao grupo PRE-B (p < 0,05), e os grupos Retardo (p 
< 0,05) e PRE-também teve um tempo médio de congelamento por minuto significativamente 
maior no teste comparado a seus próprios valores no treino.  
Na apresentação do choque após 15s de exposição ao contexto (Figura 8B), no 
Experimento 2B, houve um efeito significante da sessão [F(1, 31) =  151,62 p < 0,05], do grupo [F(2, 
31) = 6,69; p < 0,05] e da interação entre grupo e sessão [F(2, 31) = 9,55 p < 0,05]. O teste post hoc 
de Tukey mostrou que os grupos Retardo (p < 0,05) e PRE-A (p < 0,05) tiveram um tempo médio 
de congelamento por minuto significativamente maior que o grupo PRE-B no teste. Todos os três 
grupos tiveram um maior tempo médio de congelamento por minuto no teste comparado ao treino 
(p < 0,05). Estes resultados mostram que o CPFE aumenta a aquisição da CR com 24h de IDT 
quando um curto período de reexposição é dado antes da apresentação do US. 
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Figura 8. Efeito da facilitação pela pré-exposição na aquisição do condicionamento de medo ao 
contexto com apresentação do estímulo incondicionado imediato (A) ou após 15s (B) com 24h de intervalo 
de descontinuidade temporal. Média por minuto (± EP) do tempo de congelamento durante o treino e o 
teste nos grupos Retardo, PRE-A e PRE-B. O número de animais é mostrado após o nome do grupo. * 
Indica p < 0,05 comparado a seus próprios valores no treino; + indica p < 0,05 comparado ao grupo Retardo 
no teste; # indica p < 0,05 comparado aos grupos Retardo e PRE-A no teste (Análise de variância para 
medidas repetidas seguida de post hoc de Tukey). CS: estímulo condicionado, US: estímulo 
incondicionado; PRE: pré-exposição. 
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Experimento 3 – Efeito de contextos diferentes na pré-exposição e na apresentação do 
US imediato na aquisição do CMC com intervalo de descontinuidade temporal de 5s 
              
A aquisição do condicionamento de medo depende do mesmo contexto na pré-exposição 
e apresentação do US imediato (Figura 9A). A ANOVA de Medidas Repetidas mostrou um efeito 
significante do grupo [F(2, 32) = 10,89; p < 0,05], da sessão [F(2, 64) = 103,90 p < 0,05] e da interação 
de ambos fatores [F(4, 64) = 41,05 p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey da interação mostrou que 
todos os grupos apresentaram maior tempo médio de congelamento por minuto na sessão de 
teste 1 comparado a seus valores na pré-exposição (p < 0,05). Na sessão de teste 2, apenas o 
grupo AA/BA mostrou um aumento no tempo médio de congelamento por minuto comparado à 
pré-exposição (p < 0,05). Os grupos AA/AB e AA/BA tiveram um tempo médio de congelamento 
por minuto significativamente maior quando expostos ao contexto A (sessão de teste 1 e 2, 
respectivamente, p < 0,05) em comparação a todos os outros grupos e condições, exceto entre 
eles mesmos. Isto mostra uma CR específica ao contexto da pré-exposição quando o choque é 
imediatamente administrado no mesmo contexto em que os animais foram pré-expostos, 
independente da ordem do teste, mas não em contextos diferentes. 
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          Figura 9. Efeito de contextos diferentes durante a pré-exposição e a apresentação do US imediato 
na aquisição do condicionamento de medo ao contexto com 5s de intervalo de descontinuidade temporal 
(A) e esquema do desenho experimental (B). Média por minuto (± EP) do congelamento na pré-exposição, 
teste 1 e teste 2 nos grupos AA/AB, AA/BA e BA/BA. O número de animais é mostrado após o nome do 
grupo. * Indica p < 0,05 comparado a seus valores na pré-exposição; + indica p < 0,05 comparado a todos 
os grupos e sessões, exceto entre eles mesmos (Análise de variância de medidas repetidas seguida por 
post hoc de Tukey). US: estímulo incondicionado, CS: estímulo condicionado; A: contexto A; B: contexto 
B; PRE: pré-exposição. 
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Experimento 4 – Efeito da inativação reversível do PL na aquisição do CMC de retardo 
ou com IDT de 5s 
Os resultados histológicos estão representados nas Figuras 10 e 11. Na Figura 10 está 
representado a área de difusão do muscimol fluorescente e o local de implantação da cânula 
guia e da agulha injetora. Os locais das micro infusões no PL são mostrados na Figura 11. Todos 
os animais estavam com as cânulas no local desejado, e a área de difusão do muscimol 
fluorescente estava dentro Da área do PL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Figura representativa da área de difusão do muscimol fluorescente (lado esquerdo) e 
implantação da cânula guia e agulha injetora (lado direito). A área em amarelo mostra a área de difusão 
da droga. Seções coronais do encéfalo adaptadas de Paxinos e Watson (1997). 
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Figura 11.  Figura representativa dos locais de micro infusão no córtex pré-límbico no 
condicionamento de medo ao contexto de retardo (A) e no condicionamento com 5s de intervalo de 
descontinuidade temporal (B). Pontos brancos indicam animais do grupo ACSF e pretos do grupo MUS. O 
número de pontos representados é menor que o número de animais devido a sobreposições. Secções 
coronais do encéfalo adaptadas de Paxinos e Watson (1997). CMC: condicionamento de medo ao 
contexto; ACSF: líquido cérebro-espinhal artificial; MUS: muscimol. 
 
A inativação reversível por muscimol no PL não prejudicou a aquisição do CMC de retardo 
(Figura 12A). Não houve um efeito significativo do fator grupo [F(1, 20) = 0,59; p = 0,873] ou da 
interação entre os fatores grupo e sessão [F(1, 20) = 0,01; p = 0,973]. Apenas o fator sessão foi 
significante [F(1, 20) = 36,23; p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey mostrou que o tempo médio de 
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congelamento por minuto no teste foi significativamente maior do que no treino (p < 0,05), 
evidenciando um aprendizado da tarefa em animais micro infundidos tanto com ACSF como 
muscimol.  
Já a inativação reversível do PL prejudicou a aquisição do CMC quando os estímulos 
foram apresentados de maneira descontínua (Figura 12B). A ANOVA de Medidas Repetidas 
mostrou que houve um efeito do fator grupo [F(1, 35) = 8,80; p < 0,05], do fator sessão [F(1, 35) = 
37,29; p < 0,05] e de suas interações [F(1, 35) = 12,69; p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey mostrou 
que o grupo ACSF tinha um tempo médio de congelamento por minuto maior no teste do que no 
treino (p < 0,001), o que não foi observado no grupo MUS (p = 0,498), revelando um não 
aprendizado da tarefa. Enquanto o tempo médio de congelamento no treino não diferiu entre os 
dois grupos (p = 0.993), no teste o grupo ACSF teve um tempo médio de congelamento 
significativamente maior comparado ao grupo MUS (p < 0,05). 
 
 
Figura 12. Efeito da inativação reversível do córtex pré-límbico na aquisição do condicionamento 
de medo ao contexto de retardo (A) ou em descontinuidade temporal de 5s (B). Média por minuto (± EP) 
do tempo de congelamento durante o treino e o teste nos grupos ACSF e MUS. O número de animais é 
mostrado após o nome do grupo. * Indica p < 0,05 comparado a seus próprios valores no treino; + indica 
p < 0,05 comparado ao grupo ACSF no teste; # Indica p < 0,05 considerando-se o fator sessão, 
comparando-se o tempo de congelamento no treino em relação ao teste (Análise de variância para 
medidas repetidas seguida de post hoc de Tukey). CS: estímulo condicionado, US: estímulo 
incondicionado; CMC: condicionamento de medo ao contexto; ACSF: líquido cérebro-espinhal artificial; 
MUS: muscimol 
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Discussão 
 
O objetivo do presente estudo foi investigar a associação entre um CS contextual e um 
US em condições de descontinuidade temporal e contextual, bem como os mecanismos 
neurobiológicos que subjazeriam este condicionamento. Os resultados mostraram que atividade 
no PL é necessária para que um traço mnemônico contextual seja mantido durante intervalos 
curtos de 5s e associado a um US posterior, sem que seja necessária uma reativação da 
representação contextual previamente adquirida pela reexposição ao contexto antes da 
apresentação do US. O condicionamento de medo feito no esquema de retardo não foi sensível 
a esta manipulação, mostrando que os 5s de descontinuidade temporal promoveram o 
engajamento de um circuito neural parcialmente diferente do que subjaz o condicionamento de 
retardo. 
O fato de ambos intervalos de reexposição permitirem a associação no condicionamento 
em IDT de 5s mostra que 15s de reexposição ao contexto não são necessários para sua 
aquisição do condicionamento. A representação contextual pode ser mantida durante o intervalo 
sem a necessidade de uma reativação promovida pelos 15s de reexposição. Este resultado está 
de acordo com a suposição de Rudy e Wright-Hardest (2005) de que, em intervalos curtos, 
mecanismos sinápticos de memória de curto prazo permitiriam o condicionamento. Uma memória 
de curto prazo possibilitaria que os elementos individuais que formam a representação contextual 
pudessem ser organizados em um traço mnemônico (Rudy, 2009; Fanselow, 2010), mantendo 
seu registro mesmo na ausência dos estímulos que a formaram durante o intervalo de 
descontinuidade temporal e contextual. Após 5s de intervalo, o traço mnemônico referente a 
representação contextual ainda estaria disponível para ser associado à presença de um US, e 
por isto um US apresentado de forma imediata não levaria ao prejuízo da associação, como é 
observado em intervalos de 24h. 
Os presentes resultados estendem os achados de Rudy e Wright-Hardest (2005), ao 
passo que demonstram que o condicionamento é de fato específico ao contexto da pré-
exposição, e então entre estímulos que estão em descontinuidade temporal. Os resultados dos 
Experimentos 1 e 2 mostraram que animais pré-expostos a um contexto diferente (grupo PRE-
B) não apresentaram a aquisição da resposta condicionada, como previamente demonstrado em 
estudos anteriores que utilizaram intervalos de 24h (Rudy e O’Reilly, 2001), sugerindo que outros 
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elementos, que não o contexto da pré-exposição, não estariam permitindo o condicionamento. 
Curiosamente, o grupo PRE-B teve um aumento da resposta de congelamento no teste em 
comparação ao treino quando lhe foi permitido permanecer 15s no contexto antes da 
apresentação do US. Visto que isto não foi observado no mesmo grupo quando o US foi 
apresentado de forma imediata, é possível que estes 15s de exposição no novo contexto tenham 
sido suficientes para possibilitar a aquisição de alguma informação contextual que foi associada 
ao US, eliciando uma resposta condicionada no dia do teste. De fato, animais não pré-expostos 
tiveram cerca de 15% de resposta de congelamento quando permitidos permanecerem 9 e 27s 
no contexto antes da apresentação do US, comparado a menos de 5% quando o choque foi 
imediato (Fanselow, 1990). No presente estudo, as respostas de congelamento variaram de 30% 
a 40%, em ambos experimentos com 15s de exposição ao contexto antes da apresentação do 
US nos grupos de animais pré-expostos a um contexto diferente. Isto é de especial consideração 
para futuros desenhos experimentais de grupos controles em estudos utilizando o CPFE, e 
levanta a questão se o condicionamento, em somente 15s de exposição ao contexto, foi adquirido 
de modo elemental, a partir da associação de um ou mais elementos de forma individual ao US, 
ou de modo configuracional, por meio da aquisição de uma representação contextual e sua 
associação ao US, e que circuitos subjazeriam o condicionamento em cada um destes casos 
(Fanselow, 2010; Rudy, 2009; Maren et al., 2013). Ainda assim, visto a exibição de uma resposta 
de congelamento significativamente superior nos grupos condicionados em descontinuidade 
temporal em comparação aos grupos controle citados pré-expostos a um contexto alternativo, a 
resposta exibida por estes primeiros não se deveria somente a aquisição do CS contextual nos 
15s de reexposição, mas em decorrência do CPFE.  
Adicionalmente, animais submetidos a um IDT de 24h necessitaram de um tempo mínimo 
de reexposição ao contexto antes da apresentação do US. Esta diferença em relação a intervalos 
de 5s pode ser interpretada como uma evidência a favor da noção de que o condicionamento em 
curtos e longos intervalos de descontinuidade temporal seriam baseados em dois mecanismos 
neurais distintos para a manutenção da representação contextual, conforme sugerido por Rudy 
e Wright-Hardest (2005). Em intervalos de 24h é provável que a manutenção da representação 
contextual adquirida já tenha decaído, e seu registro não seja mantido por processos sinápticos 
de curto prazo, mas pela consolidação em uma memória de longo prazo. Um subconjunto de 
elementos que formam o contexto poderia reativar a representação contextual durante o período 
de reexposição, estando ela assim disponível para associação ao US. Este fenômeno no qual 
uma amostra das características que formam o contexto é suficiente para evocar a representação 
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contextual previamente formada tem sido denominado de pattern completion (O’Reilly e Rudy, 
2001; Rudy e O’Reilly, 1999, 2001). Neste sentido, a inativação da síntese proteica por meio do 
uso de anisomicina administrada diretamente no hipocampo dorsal após a pré-exposição 
prejudicou a manutenção da representação contextual e sua posterior associação, quando o US 
foi apresentado 24h após (Barrientos et al., 2002). 
Tem sido demonstrado que a manutenção de memórias seria baseada em mudanças 
funcionais nas sinapses, como em sua eficácia e na plasticidade, por meio de eventos celulares 
e moleculares regulados. A consolidação de memórias de longo prazo dependeria da transcrição 
de RNA mensageiro, da síntese, degradação e tráfico de proteínas, de modificações pós-
tradução como fosforilação e mecanismos epigenéticos, como acetilação de histonas, metilação 
do DNA e regulação de microRNAs, em regiões específicas. Diferencialmente, mudanças 
transientes e não duradouras na eficácia sináptica subjazeriam a manutenção de informações 
em uma memória de curto prazo, durante o período de atuação de substratos proteicos em sua 
forma ativa, como a proteína quinase A (PKA), proteína quinase C (PKC) e proteína quinase 
dependente de cálcio-calmodulina II [CAMK-II (Kandel, 2001; Orsini e Maren, 2012) ]. Se ambos 
processos seriam fenômenos em serie e dependentes, ou ocorreriam em paralelo, com o 
armazenamento em memória de curto prazo sendo uma fase inicial da consolidação em memória 
de longo prazo, tem sido alvo de investigação, com evidências, a partir do uso da tarefa esquiva 
inibitória, sugerindo mecanismos separados em cada processo pela participação de 
moduladores de modo diferencial (Izquierdo et al., 1999). 
Os presentes resultados corroboram os achados de Fanselow (1990), o qual também 
observou que em intervalos de 24h entre a pré-exposição e a reexposição, um intervalo mínimo 
de reexposição ao contexto era necessário para o condicionamento ocorrer e reverter o nomeado 
déficit do choque imediato. Por outro lado, Rudy e Wright-Hardesty mostraram que nenhum 
intervalo de reexposição era necessário, com o mesmo intervalo de 24h entre a pré-exposição e 
a reexposição (Rudy e Wright-Hardesty, 2005). Entretanto, em seu protocolo foi utilizado um 
choque nas patas de intensidade superior (1,5mA, 2s), bem como seis pré-exposições a câmara 
de condicionamento, seguido pela pré-exposição à caixa de transporte até a gaiola moradia, e 
em seguida, à sala de experimentação. Deste modo, é possível que a reexposição ao contexto 
não tenha sido necessária pelo fato dos animais já terem reativado a memória da representação 
contextual por pistas da caixa de transporte. Neste caso, ajudando a formar uma ideia de 
continuidade entre a câmara de condicionamento e a caixa de transporte pela pré-exposição de 
forma repetida e seguida de ambos, não se estaria analisando uma associação entre estímulos 
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em descontinuidade temporal e contextual, visto que a caixa de transporte faria um elo de ligação 
durante o intervalo, por ter sido associada à câmara de condicionamento. No presente 
experimento, pistas da caixa de transporte não foram suficientes para reativar a representação 
contextual, e nosso resultado está de acordo com o obtido por Fanselow (1990). 
Neste sentido, para evitar a formação de uma ideia de continuidade entre o contexto da 
câmara de condicionamento, à sala de experimentação e à caixa de transporte/transição, uma 
exposição prolongada e repetida a caixa de transporte/transição foi realizada. Estas sessões de 
habituação foram realizadas para reduzir sua associabilidade à câmara de condicionamento e/ou 
ao US, bem como o recrutamento de recursos atencionais durante o intervalo de descontinuidade 
temporal, que poderiam competir e/ou prejudicar a manutenção da representação contextual. 
Tem sido demonstrado que CR de traço são mais prováveis de se generalizarem a outros 
estímulos (Pavlov, 1927; Honey e Hall 1992; Marchard e Kamp, 2000), sendo assim, é essencial 
controlar o condicionamento a outras pistas, a fim de garantir uma associação em 
descontinuidade temporal a um contexto específico apresentado anteriormente, e diminuir a 
associação a estímulos concorrentes. A apresentação de forma repetida a elementos de forma 
não associada a um outro estímulo, como o US, produz um fenômeno chamado de inibição 
latente, que tem sido relacionado a uma diminuição subsequente da associatividade desses 
elementos ao US (Lubow e Moore, 1959). É hipotetizado que a exposição de forma prolongada 
promoveria um aprendizado de inatenção a aquele estímulo (Lubow, 1997). Considerando a não 
aquisição da resposta condicionada pelo grupo pré-exposto ao contexto diferente, pistas da caixa 
de transporte/transição ou da sala experimental não fizeram um elo de ligação durante o intervalo 
de descontinuidade temporal, mantendo e/ou reativando a representação contextual e permitindo 
o condicionamento. Isto implica em um protocolo mais próximo de associação entre estímulos 
em descontinuidade temporal e contextual. Esse resultado é consistente com estudos anteriores 
que demonstram uma inibição latente induzida por uma exposição prévia ao contexto antes do 
condicionamento (Radulovic et al., 1998). Camundongos expostos ao contexto no dia anterior ao 
do treino tiveram menores respostas de congelamento quando comparados a animais não 
expostos, não havendo ainda diferença entre animais não condicionados (sem apresentação do 
US) e condicionados e expostos ao contexto no dia anterior (Radulovic et al., 1998). 
Uma vez que o condicionamento em descontinuidade temporal foi possível com o 
protocolo de intervalo de 5s e apresentação do US de forma imediata, os mecanismos 
neurobiológicos que subjazeriam esta forma de condicionamento foram investigados. Neste 
protocolo, garantiu-se tanto que o condicionamento ocorria pela manutenção da representação 
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contextual ao longo do intervalo, quanto pela a associação da representação contextual, e não 
ao contexto presente durante a apresentação do US. O principal achado do presente estudo 
revelou que a inativação reversível do PL impede a aquisição do condicionamento em 
descontinuidade temporal de 5s. Esse resultado é consistente com o papel do CPFm na 
associação de estímulos descontínuos no tempo, como em tarefas de memória de trabalho que 
associam um som a uma cor (Fuster et al., 2000) e na aquisição do condicionamento de traço, 
mas não de retardo (Kronforst-Collins e Disterhoft, 1998; Weible et al., 2000; McLaughlin et 
al.,2002; Takehara-Nishiuchi et al., 2005; Gilmartin e McEchron, 2005; Gilmartin e Helmstetter, 
2010; Guimarãis et al., 2011; Gilmartin et al., 2012, 2013), estendendo estes resultados a um CS 
contextual. 
Nossos resultados estão de acordo com estudos que observaram que lesões do CPFm 
em coelhos (Kronforst-Collins e Disterhoft, 1998; Weible et al., 2000; McLaughlin et al., 2002), ou 
a inativação reversível por meio de agonista de receptores GABAA e a inibição de receptores 
NMDA por APV pré-treino em ratos (Takehara-Nishiuchi et al., 2005) prejudicaram a aquisição 
do condicionamento de piscar de olhos de traço, utilizando um sopro de ar ou um choque 
periorbital como US. De forma semelhante, a inativação reversível por meio de agonista de 
receptores GABAA e a inibição de receptores NMDA por APV (Gilmartin e Helmstetter, 2010; 
Guimarãis et al., 2011; Gilmartin et al., 2012) ou de antagonistas das subunidades NR2B e NR2A 
de receptores NMDA pré-treino em ratos (Gilmartin et al., 2013) também prejudicaram a 
aquisição do condicionamento de medo de traço utilizando um choque nas patas como US. 
Uma das funções mais bem estudadas do CPFm é sua implicação em tarefas de memória 
de trabalho (para uma revisão, ver Dalley et al., 2004). Ratos com lesões no PL têm prejuízo em 
tarefas na qual um intervalo é imposto (Delatour et al., 1999; Kesner, 2000), e um aumento do 
disparo persistente durante os períodos de intervalo temporal entre o estímulo e a exibição da 
resposta foi observado em primatas (Fuster, 1973; Funahashi et al., 1989). É possível que no 
presente estudo, a atividade no PL também refletiria funções relacionadas a um papel na 
memória de trabalho. Porém, uma definição do termo deve ser revista para uma melhor 
compreensão do fenômeno a ser considerado.  
A memória de trabalho em primatas e roedores poderia ser definida como um sistema de 
memória com capacidade de manter temporariamente uma informação, que não estaria 
atualmente mais presente, a fim de utilizá-la para um determinado propósito. Em outras palavras, 
seria a capacidade de manutenção de forma ativa de informações adquiridas em um passado 
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recente que são relevantes para a exibição de um comportamento, geralmente de escolha, a fim 
de se planejar uma ação para alcançar um objetivo futuro (Miller, 2000; Dalley et al., 2004; Dash 
et al., 2007). Levando-se em conta esta definição operacional, a tarefa utilizada no presente 
estudo, em descontinuidade temporal e contextual, teria o aspecto de manutenção ao longo do 
tempo de uma informação, entretanto, não apresentaria a característica de ser mantida 
ativamente pelo conhecimento de necessidade de seu uso futuro, nem de ser necessária para a 
exibição de um comportamento posterior. Diferentemente, a informação da representação 
contextual também deve ser mantida em uma memória de longo prazo, a fim de que se possa 
reconhecer o contexto associado ao estímulo aversivo, e não uma vez utilizada, passível de ser 
esquecida para uma não interferência com a sessão posterior. Deste modo, parece mais 
satisfatório considerar a manutenção da representação contextual, na presente tarefa, como um 
reflexo de uma memória de curto prazo de uma representação interna do contexto, e não de 
memória de trabalho, considerando-se a primeira como a capacidade de manter uma quantidade 
limitada de informação de modo acessível, mas temporário (Atkinson e Shiffrin, 1968; Cowan, 
2010). O fato de que ambos tipos de memória passam pela definição da manutenção de uma 
informação de duração provisória, e ambos tipos de memória dependem do CPFm leva a pensar 
em uma distinção entre a definição do uso de um tipo ou outro de memória mais em termos de 
como aquela informação mantida ao longo de um tempo será utilizada, do que em sua natureza 
e/ou substratos neurobiológicos. Uma visão semelhante foi proposta recentemente por 
Dudchenko e colaboradores (2004), ressaltando que a memória de trabalho poderia ser melhor 
classificada não como um tipo de memória, mas como um tipo esquecimento, na qual a 
informação somente é mantida enquanto for relevante para a tarefa, e esquecida para não 
interferência com a sessão posterior. 
No presente estudo, foi utilizado o muscimol como método para o estudo da atividade do 
PL na aquisição das duas versões do condicionamento. Visto que interneurônios utilizam a 
neurotransmissão gabaérgica na regulação da atividade de neurônios piramidais, ao mesmo 
tempo que também possuem receptores para GABAA, igualmente sendo regulados por esta 
(Wonders e Anderson, 2006), o uso de muscimol, agonista de receptores GABAA permitiu o 
estudo de uma inativação reversível do PL durante a aquisição do condicionamento. De fato, em 
estudos que compararam o efeito da micro infusão de diferentes concentrações de muscimol na 
atividade de neurônios do CPFm em ratos livres, uma redução da atividade de disparo neuronal 
foi encontrada de maneira dose-dependente, com redução completa utilizando-se a 
concentração de 30 μM. Em comparação, a lidocaína, bloqueador de canais de sódio, obteve 
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uma inativação parcial com as mesmas concentrações, e um efeito menos duradouro (Van 
Duuren et al., 2007). Como outras possíveis drogas de escolha, como a tetrodotoxina, 
bloqueador de canais de sódio voltagem-dependente, afetam fibras de passagem, e lesões 
eletrolíticas, por aspiração ou administração de NMDA levariam a uma inativação irreversível, 
não possibilitando diferenciar os efeitos na inativação seletivamente na aquisição, o muscimol 
apresentou-se como uma boa droga de escolha. 
Em outro estudo, a inativação seletiva do PL por meio da técnica de optogenética, 
utilizando-se de pulsos de iluminação verde para hiperpolarização de membranas neuronais que 
expressavam bomba de prótons com voltagem sensíveis a este comprimento de luz (a saber, 
Archerhodopisn-T), durante o intervalo de traço, mas não durante a apresentação do CS discreto 
ou intervalos entre os pareamentos, também prejudicou a aquisição do condicionamento de traço 
(Gilmartin et al., 2013). Igualmente, observou-se um aumento da resposta de disparo tônico 
sustentado durante o intervalo de traço no condicionamento de piscar de olhos e de medo de 
traço (Baeg et al., 2001; Gilmartin e McEchron, 2005; Siegel et al, 2012). Ambos resultados 
indicam um papel seletivo do PL durante o intervalo de traço. Uma hipótese possível para esta 
função seletiva do PL durante o IDT seria a de poder fornecer uma conexão que permitiria a 
sobreposição da representação contextual e do US, apresentado posteriormente. O PL poderia 
estar mantendo uma representação do CS durante o IDT, permitindo que redes ativadas por ele 
coincidissem com a apresentação do US, visto que a associação não poderia ocorrer pela 
convergência simultânea da informação contextual e sensorial do US na amígdala, como no 
condicionamento de medo de retardo (Fanselow, 1994; LeDoux, 2000; Medina et al., 2002; Rudy, 
2009). De fato, a estimulação elétrica de projeções corticais para o cerebelo durante a exibição 
do CS e do intervalo de traço permitiu a aquisição do condicionamento de traço de piscar os 
olhos mesmo na ausência de um CPFm funcional (Kalmbach et al., 2009). Uma regulação de 
cima para baixo (em inglês, top down regulation) similar poderia estar ocorrendo entre o PL e 
outras estruturas. No presente caso, o PL poderia estar coordenando a aquisição da associação 
através de um disparo persistente para a amígdala e/ou para o hipocampo, ambos necessários 
tanto na aquisição do condicionamento de traço, como na aquisição do CMC (Phillips e LeDoux, 
1992; Onishi e Xavier, 2010; Guimarais et al.,2011; Kwapis et al., 2011; Gilmartim et al., 2012). 
Projeções entre a área CA1 ventral do hipocampo e a amígdala diretamente ao PL, o qual 
envia projeções diretamente para a amígdala basolateral e, indiretamente, por meio de vias 
talâmicas, à área CA1 do hipocampo dorsal (Vertes, 2004), dão apoio a esta interação funcional. 
Conexões funcionais entre essas estruturas já foram demonstradas na mediação de outros 
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comportamentos. A desconexão entre o CPFm e a área CA1 do hipocampo prejudica a aquisição 
de uma memória de trabalho espacial (Churchwell et al., 2009), e entre o CPFm e a amígdala 
prejudica a preferência por reforços maiores, mas com um tempo também maior para sua 
apresentação, em tarefas de reversão de aprendizado (Churchwell et al., 2009). No 
condicionamento de medo, conexões funcionais entre o PL e a amígdala são necessárias para 
a expressão de uma resposta de medo previamente condicionada (Vidal-Gonzalez et al., 2006; 
Sierra-Mercado et al., 2011; Courtin et al., 2014), e na renovação do medo, que consiste na 
expressão da resposta de medo condicionada quando um animal é exposto a um contexto 
diferente do qual ocorreu a extinção (Knapska et al., 2012). Isto implica um papel do PL em um 
circuito relacionado a evocação da memória de medo de modo dependente de um 
reconhecimento de qual contexto o animal está sendo exposto, e se aquele contexto é preditivo 
do US ocorrer. Em relação ao condicionamento de medo de traço, a desconexão funcional entre 
o PL e o HV, e entre o PL e a amígdala por meio de inativação reversível contralateral também 
prejudicou a aquisição do condicionamento de traço. Entretanto, a inativação unilateral também 
levou ao prejuízo, tornando os resultados inconclusivos (Gilmartin et al., 2012).  
O CPFm tem sido relacionado a uma variedade de funções, como sinalização de reforço, 
predição de valor, flexibilidade do comportamento, memória de trabalho, atenção, manutenção 
de informações ao longo do tempo e o condicionamento de medo (Fuster, 2001; Dalley et al., 
2004; Euston et al., 2012; Gilmartin, 2014). No presente caso, como apenas um pareamento foi 
realizado, a atividade necessária no PL não poderia ser interpretada como decorrente de uma 
função de avaliação da associação aprendida, ou de uma expectativa ou antecipação ao estímulo 
aversivo a ser apresentado, visto que ele ainda não foi experienciado, e/ou de uma predição de 
valor ao CS, algumas das funções que têm sido hipotetizadas para a necessidade de seu papel 
no condicionamento de traço (Gilmartin et al., 2014). Deste modo, é interessante notar que o PL 
auxiliaria a manutenção de um CS mesmo que ainda não associado a um estímulo 
biologicamente relevante. Ao invés disso, sua atividade poderia estar refletindo a manutenção 
de estímulos salientes previamente apresentados ao animal. De fato, alguns estudos sugerem 
que o condicionamento de medo de traço com apenas um pareamento também requer atividade 
no PL (Guimarãis et al., 2011). Foi observado uma atividade sustentada nos neurônios do PL 
durante o intervalo de traço, após a apresentação do CS, tanto no grupo pseudocondicionado 
como no grupo condicionado no começo do treino, e sua redução somente no grupo 
pseudocondicionado após a repetição dos pareamentos (Gilmartin e McEchron, 2005). O PL 
poderia assim estar participando da representação de atributos multimodais de estímulos 
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sensoriais na ausência destes, função esta que poderia então se modificar ao longo de uma 
sessão com múltiplos pareamentos. Isto estaria de acordo com as projeções que receberia de 
córtex sensoriais (Quintana et al., 1998) e do hipocampo (Vertes, 2004), relacionado a 
organização e aquisição de uma representação contextual (Rudy e O’Reily, 1999, 2001; O’Reilly 
e Rudy, 2001; Rudy et al., 2002). Igualmente, uma função do PL como reflexo de uma modulação 
da atenção seletiva a um estímulo conhecidamente preditivo seria improvável. O 
condicionamento de medo em um pareamento pode ser, assim, um protocolo mais interessante 
na investigação de que papel especifico o PL estaria mediando em tarefas de descontinuidade 
temporal.  
De modo alternativo, o prejuízo observado na exibição da resposta de congelamento 
durante o teste no condicionamento em descontinuidade temporal poderia refletir uma 
dependência de estado, uma vez que associações formadas em um estado cerebral alterado 
poderiam somente ser evocadas em um estado cerebral similar (Overton, 1964). Entretanto, pelo 
fato do grupo micro infundido com muscimol e condicionado em esquema de retardo passar pelas 
mesmas manipulações e exibir a resposta de congelamento no teste mesmo com a ausência do 
recebimento da droga, esta alternativa, parece improvável. 
Como a inativação reversível não prejudicou a aquisição do condicionamento de medo 
de retardo, poder-se-ia dizer que a atividade requerida nesta estrutura está relacionada ao fator 
de descontinuidade temporal e contextual, e não à aquisição da representação contextual ou de 
sua associação ao US, de maneira geral, destacando um possível papel seletivo do PL durante 
o intervalo de descontinuidade temporal. Isto é consistente com achados anteriores que 
demonstraram que o bloqueio de canais de sódio (Corcoran e Quirk, 2007), a inativação da 
transmissão sináptica por TetTox (Xu e Südhof, 2013) ou a lesão (Zelinski et al., 2010) feitas pré-
treino no PL não prejudicaram a aquisição do CMC. Aqui, foi demonstrado pela primeira vez que 
estes achados também se estendem a inativação reversível pelo agonista de receptores GABAA 
no CMC em primeiro plano (em inglês, foreground). Lesões menos restritas ao PL, como a área 
ventral do CPFm (Morgan et al., 1993) ou seletivamente no AC (Han et al., 2003) também não 
levaram a um prejuízo. De fato, o CPFm parece ser necessário quando o contexto não é o único 
preditor do estímulo aversivo, como no CMC em segundo plano (em inglês, background), no qual 
a representação contextual é adquirida juntamente com outro estímulo condicionado discreto, 
como no condicionamento de medo de retardo ou de traço a um som (Gilmartin et al., 2014). O 
antagonismo de subunidades NR2B de receptores NMDA no AC (Zhao et al., 2005) ou a 
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administração de muscimol e APV (Tang et al., 2005; Gilmartin et al., 2010) no AC e no CPFm, 
respectivamente, prejudicaram a aquisição do CMC simultaneamente com um som. 
Curiosamente, houve uma diminuição da resposta de congelamento em animais 
treinados no esquema de descontinuidade temporal e com administração intracerebral em 
comparação com animais treinados sem nenhuma administração. Baseado nessa observação 
entre experimentos, em outro experimento foi confirmado que animais que receberam infusão de 
ACSF ou muscimol apresentaram um tempo médio de congelamento menor quando comparado 
a animais também submetidos a cirurgia de implantação de cânulas e alojados individualmente, 
mas que não passaram pelo procedimento de infusão pré-treino (Ver Figura 13 em Anexos). 
Assim, é possível que o procedimento de infusão por si tenha agido como um evento de estresse 
agudo, fato este não revertido por um procedimento de habituação à infusão. O estresse produz 
uma variedade de efeitos no aprendizado de medo e age através de diferentes 
neuromoduladores, como ativação do sistema nervoso autonômico e liberação de noradrenalina, 
e a ativação do eixo pituitária-hipótese-adrenal e a liberação de glicocorticoides, que integram 
com receptores glicocorticoides e mineralocorticoides, mediando tanto efeitos rápidos e não 
genômicos, ou lentos e genômicos (Joels et al., 2006). O efeito de prejuízo ou melhora do 
estresse sobre a memória parece depender da complexidade da tarefa, da excitação emocional 
que elicia, da intensidade e tempo de duração do estresse, do gênero, do período de vida durante 
em que é feita sua administração e se ela é realizada antes ou depois do treino, ou antes do 
teste (Joels et al., 2012). 
Em roedores, o estresse de restrição em um tubo com a apresentação de choques 
intermitentes na cauda um dia antes do condicionamento facilitou a aquisição do 
condicionamento de piscar os olhos de traço em camundongos (Weiss et al., 2005) e ratos 
machos (Beylin e Shors, 1998), mas prejudicou em ratas, dependendo da fase do ciclo estral 
(Wood Et al., 2001; Bangasser e Shors, 2004), ao passo que um estresse brando 10min depois 
do treino não teve efeito na expressão do condicionamento de traço em uma tarefa apetitiva 
(Chowdhury et al., 2011). Em humanos, o estresse induzido por uma versão adaptada do teste 
de pressor ao frio socialmente avaliado [em inglês, socially evaluated cold pressor test (Duncko 
et al., 2007)] ou a administração intravenosa de 2mg de cortisol (Kuehl et al., 2010) facilitou a 
aquisição do condicionamento de piscar os olhos de traço. Entretanto, a inibição da síntese de 
cortisol por metirapona também levou ao mesmo efeito (Nees et al., 2008). Corroborando, a 
condição hormonal inversa, em pacientes com níveis endógenos elevados de corticosteroides 
(Grillon et al., 2004) e a administração de 30mg de hidrocortisona em pacientes com Transtorno 
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do Estresse Pós-Traumático (Vythilingam et al., 2006) levaram a uma redução na aquisição do 
condicionamento de piscar aos olhos de traço, enquanto que em voluntários saudáveis tiveram 
nenhum efeito (Vythilingam et al., 2006). 
Estes resultados diversos parecem indicar um papel importante do gênero, do tipo e do 
tempo da administração nos efeitos do estresse agudo no condicionamento de traço. Usando o 
choque como estressor e como US (Beylin e Shors, 1998; Wood Et al., 2001; Bangasser e Shors, 
2004; Weiss et al., 2005), a sessão de treino poderia ser um evento mais relacionado a situação 
de estresse. Visto que há uma facilitação para aquisição de memórias relacionadas a 
informações mais diretamente relacionadas ao estressor, e prejuízo da aquisição de memórias 
de eventos que não estariam relacionados, na busca de promoção de respostas mais adaptativas 
(Joels et al., 2006), isto poderia explicar o efeito facilitatório observado com o uso do estresse de 
restrição e choques na cauda, visto que no condicionamento também foi utilizado choques como 
US, totalizando um número de 240 a 300 apresentações. De fato, apenas quando houve um 
aumento na administração do número de choques na cauda (de 30 para 90) um efeito foi 
observado (Beylin e Shors, 1998), e o uso de um US não aversivo durante o condicionamento 
mostrou nenhum efeito (Chowdhury et al., 2011). Assim, é possível que tarefas que demandam 
um maior estado de excitação sejam mais relacionadas ao evento aversivo, levando a efeitos 
facilitatórios do estresse na aquisição do condicionamento. No presente caso, a resposta de 
estresse seria desencadeada pelo procedimento de infusão, e apenas um choque como US foi 
utilizado. 
Adicionado a isto, o período de administração do estresse também parece influenciar em 
seus efeitos no condicionamento de traço. Eventos estressores um pouco antes ou durante o 
condicionamento facilitariam o aprendizado, enquanto que relativamente depois, prejudicariam. 
Em tarefas dependentes do hipocampo, efeitos rápidos e não genômicos de glicocorticoides 
favoreceriam a potenciação de longa duração, enquanto que um prejuízo é observado após 
60min de sua administração, possivelmente por ações genômicas (Wiegert et al., 2006). No 
condicionamento de traço, a administração do estresse 2h ou 6h antes do treino reduziu 
(Vythilingam et al., 2006) ou facilitou pela inibição da síntese de glicocorticoides (Nees et 
al.,2008), mas alguns minutos ou imediatamente antes facilitou a aquisição (Duncko et al., 2007; 
Kuehl et al., 2010). No presente caso, as respostas ao estresse resultantes do evento de infusão 
de droga 30min antes do condicionamento podem ter sido suficientes para um efeito de prejuízo 
na consolidação de longo prazo que aconteceria horas depois do treino em sua fase tardia, visto 
que a fase de aquisição é menor em nosso modelo pelo uso de um único pareamento. Como o 
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hipocampo e o CPFm possuem receptores glicocorticoides e mineralocorticoides (Reul e Kloet, 
1986), e ambas estruturas são necessárias em tarefas com descontinuidade temporal, 
adicionado ao papel conhecido do hipocampo no CMC, a interação de moduladores do estresse 
e estes receptores poderiam explicar os efeitos mais evidentes nesta tarefa do que no CMC de 
retardo. Também há projeções ascendentes consideráveis de neurônios noradrenergicos a partir 
do locus coeruleus, e de dopamina, a partir da área tegmental ventral, que poderiam influenciar 
no condicionamento.  
Ademais, tarefas de maior demanda cognitiva, como aquelas relacionadas a uma 
necessidade do CPF, parecem ser mais afetadas por estressores do que processos de menor 
demanda cognitiva (Schwabe et al., 2009; Schwabe e Wolf, 2013; Vogel et al., 2015). Agonistas 
glicocorticoides administrados no CPFm ou o estresse agudo prejudicaram tarefas de memória 
de trabalho (Elzinga e Roelofs, 2005; Schoofs e Preuss, 2008; Barsegyan et al., 2010), reduzindo 
a atividade relacionada à tarefa no CPF dorso lateral (Qin et al., 2009). O estresse agudo levaria 
a uma ativação do sistema dopaminérgico em neurônios corticais, resultando em níveis supra 
ótimos que levariam a um prejuízo na memória, pela diminuição do disparo neuronal (Deutch e 
Roth, 1990; Arnsten e Goldman-Rakic, 1998). Como o condicionamento de traço dependente de 
uma associação mais complexa, e tem sido apontado a necessidade de conhecimento da 
contingência e da integridade do hipocampo para a sua aquisição em estudos envolvendo 
humanos, o que poderia refletir uma memória declarativa, é pensado ser um processo de maior 
demanda cognitiva do que o condicionamento de retardo (Clark e Squire, 1998). A necessidade 
de relacionar múltiplos estímulos presentes no contexto e manter esta representação ao longo 
do tempo para associação, sem a repetição do pareamento no presente modelo poderia 
corroborar esta ideia, sendo igualmente considerado uma tarefa de maior demanda cognitiva. De 
fato, o teste de pressor ao frio socialmente avaliado reduziu as respostas condicionadas no teste 
ao CS condicionado em esquema de traço comparado ao CS condicionado em esquema de 
retardo, acompanhado por uma redução da atividade hipocampal relacionada ao aprendizado 
durante a apresentação do CS do condicionamento de traço (Vogel et al., 2015). É hipotetizado 
que o estresse realocaria recursos neurais e alteraria o engajamento de múltiplos sistemas de 
memória, deslocando de processos de maior demanda cognitiva, auxiliados pelo hipocampo e 
córtex, em direção a processos de menor demanda cognitiva, como sistemas de memória de 
hábitos e reflexos, auxiliados pela amigdala e o estriado (Schwabe e Wolf, 2013; Schwabe et al., 
2009). Isto poderia explicar um maior impacto do estresse na presente tarefa. Outros 
experimentos, mostrando os efeitos da sinalização de noradrenalina, glicocorticoides ou 
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mineralocorticoides em tarefas de descontinuidade temporal no condicionamento de medo 
seriam necessários para uma melhor compreensão. 
A presente tarefa se assemelha ao condicionamento de piscar de olhos e de medo de 
traço, igualmente por ambas necessitarem de atividade no PL para sua aquisição, e pelo padrão 
similar de decaimento da resposta condicionada com o aumento do intervalo entre os estímulos 
(Pavlov, 1927; Rudy e Wright-Hardesty, 2005). A principal característica do condicionamento em 
descontinuidade temporal é o fato de que o CS não prediz, imediatamente, a apresentação do 
US, resultando em uma força associativa menor em relação ao condicionamento de retardo, visto 
que o traço mnemônico relativo ao CS decairia com o intervalo temporal (Pavlov, 1927; Davitz et 
al., 1957). O aprendizado feito em múltiplas tentativas e sessões seria uma forma de adquirir-se 
um condicionamento mais robusto a CS discretos (Gallisel e Gibbon, 2000). Curiosamente, o 
grupo retardo e o grupo PRE-A não se diferiram em suas respostas médias de congelamento por 
minuto. Isto significa que os parâmetros utilizados foram suficientes para gerar respostas 
condicionadas equivalentes em ambos modelos, e que 5s de intervalo não seriam suficientes 
para gerar um decaimento do traço mnemônico contextual. No presente estudo, apenas um 
pareamento entre o CS e o US foi necessário para a obtenção da resposta condicionada, 
enquanto que o condicionamento de piscar de olhos e de medo de traço geralmente requerem 
mais de um pareamento ou sessão de treino para ocorrem (Woodruff-Pack e Disterhoft, 2008, 
Raybuck e Lattal, 2013; mas veja Guimarãis et al., 2001). Isto revela possíveis diferenças entre 
o condicionamento em descontinuidade temporal a um CS discreto e ao contexto, ressaltando 
este último como um poderoso CS a ser associado a eventos aversivos.  
O terceiro experimento foi conduzido para melhor explorar algumas características do 
CMC em descontinuidade temporal. Os resultados obtidos neste experimento replicaram os 
achados do primeiro experimento, mostrando que o condicionamento com a inserção de um IDT 
de 5s é possível, sendo independente da ordem de qual contexto o animal é testado primeiro. 
Adicionalmente, foi mostrado que o condicionamento somente ocorre quando o US é 
apresentado no mesmo contexto em que os animais foram pré-expostos. Em outras palavras, 
mesmo os animais permanecendo apenas durante o período de apresentação do US (1s), este 
contexto influencia o aprendizado da tarefa. Uma hipótese seria pelo fato do contexto da 
apresentação do US ser um estímulo distrator, competidor da atenção e/ou da associação ao 
US, quando o animal a ele é exposto pela primeira vez, ou não, quando o contexto da 
reexposição corresponde à representação contextual previamente adquirida e sustentada 
durante o intervalo. O contexto da apresentação do US poderia competir com a representação 
66 
 
contextual mantida durante o intervalo para a associação ao US. Uma vez que há uma tendência 
maior a preferir estímulos novos do que estímulos já conhecidos (Rodriguez e Paule, 2009), e o 
condicionamento é mais provável de ocorrer entre estímulos que se sobrepõe, do que entre 
estímulos que não se sobrepõe (Pavlov, 1927), os animais poderiam estar, ao mesmo tempo, 
tentando associar os elementos do novo contexto com o US. Entretanto, quando reexpostos no 
teste, eles não poderiam identifica-lo pelo fato de que uma representação contextual não foi 
formada. Outra possibilidade é o fato de que um novo contexto poderia demandar ou deslocar 
os recursos atencionais do animal, prejudicando a manutenção da representação contextual do 
contexto da pré-exposição, e em decorrência, de sua associação ao US. De fato, distratores 
parecem afetar mais o condicionamento de traço do que o condicionamento de retardo, em 
humanos (Clark e Squire, 1998; Manns et al., 2000) e em camundongos (Han et al., 2003). O 
próprio IDT e contextual poderia ser um breve evento distrator inserido na sessão de treino, ao 
separar o contexto da pré-exposição de sua associação ao US, com o requerimento de atividade 
no PL podendo subjazer, assim, funções atencionais a fim de manter a representação contextual 
em meio a outros estímulos que demandariam atenção. Como a exposição repetida a caixa de 
transporte/transição foi feita, as sessões de habituação podem ter reduzido a saliência destes 
estímulos durante o intervalo, diminuindo sua interferência na manutenção da representação 
contextual (Lubow, 1959). Isto necessitaria de maiores investigações (comparação entre grupos 
habituados e não habituados) para confirmação. Neste sentido, é possível que unidades no 
CPFm mantenham um disparo ativo relacionado ao CS passado quando este CS é apresentado 
novamente, como demonstrado em tarefas de condicionamento de traço e memória de trabalho 
(Fuster, 1973; Baeg et al., 2001; Gilmartin e McEchron, 2005; Siegel et al, 2012). Entretanto, ele 
decairia ou seria interrompido pelo disparo relacionado ao novo contexto, quando este é 
experienciado pela primeira vez. 
Considerando-se o aumento significante da resposta de congelamento no teste no 
contexto da pré-exposição, em relação ao treino, no grupo pré-exposto a um contexto diferente 
do contexto da apresentação do US, é possível inferir um aprendizado da tarefa, reduzido se 
comparado aos grupos com mesmos contextos na pré-exposição e apresentação do US. 
Entretanto, neste grupo, não houve diferença da resposta de congelamento exibida no contexto 
da pré-exposição e no contexto em que o animal recebeu a apresentação do US imediato, uma 
sessão controle para o efeito da apresentação de um choque de forma não condicionada. Visto 
que com o choque imediato não haveria tempo para a aquisição de uma representação 
contextual, com as respostas de congelamento a este contexto sendo possivelmente um efeito 
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de sensibilização do animal após passar pela experiência do estímulo aversivo, ou de expressão 
de uma resposta incondicionada, o fato de ambas respostas de congelamento não se diferirem 
levanta dúvidas sobre a interpretação da resposta de congelamento no contexto da pré-
exposição no dia do teste. Adicionalmente, não há diferença da resposta de congelamento no 
contexto alternativo entre nenhum grupo, ou seja, entre o grupo que foi pré-exposto a aquele 
contexto e grupos que foram expostos a ele pela primeira vez. Deste modo, a resposta de 
congelamento poderia ser interpretada também como uma resposta incondicionada 
generalizada, uma sensibilização, um efeito da exposição repetida a aquele contexto, ou um 
efeito da ordem do teste. Grupos adicionais, testando o efeito de uma exposição repetida sem a 
apresentação do US, da apresentação de um choque imediato, sem pré-exposição, e a resposta 
de congelamento ao contexto diferente, comparando-se com um grupo pré-exposto, ou 
verificando o efeito da inativação do PL na resposta de congelamento, visto que ele parece ser 
apenas necessário quando o condicionamento é feito em descontinuidade temporal, seriam 
necessários para um melhor entendimento deste grupo, e a inferência de se houve um 
aprendizado reduzido da tarefa, ou um não aprendizado, em relação a animais pré-expostos e 
com a apresentação do US no mesmo contexto. 
O protocolo com contextos diferentes na pré-exposição e apresentação do US melhor se 
aproximaria do condicionamento de traço a um CS contextual, dado que este paradigma é 
definido como uma descontinuidade temporal entre o final da apresentação do CS, e o início da 
apresentação do US, sem sobreposições. O nome traço vem da ideia de que um traço 
mnemônico do CS deve ser mantido durante o intervalo para o condicionamento ocorrer (Pavlov, 
1927). A este respeito, o protocolo com o mesmo contexto na pré-exposição e na apresentação 
do US se adequaria a este último requerimento, posto que 15s de reexposição para sua 
reativação não são necessários, e a representação contextual é provável de se manter ao longo 
do intervalo. Considerando que a representação contextual deve ser formada pela organização 
de componentes individuais e simultâneos em uma única representação, o que requer um tempo 
mínio de reexposição ao contexto, a representação deve ter sido necessariamente adquirida 
durante a pré-exposição, que é temporalmente separada do US. Assim, o mesmo contexto 
durante a apresentação do US seria somente um estímulo que corresponderia ou não ao CS 
mantido ao longo do intervalo, e que poderia interferir com sua associação, e não um estímulo 
que promoveria o condicionamento em esquema de retardo. Estudos demonstrando o fenômeno 
do déficit do choque imediato (Fanselow, 1986, 1990) e o próprio grupo PRE-B no presente 
experimento, corroboram esta ideia, ao não mostrar respostas de congelamento a um contexto 
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em que foi exposto somente durante o 1s de apresentação do US. Seguindo esta ideia, seria 
possível considerar o presente protocolo como um modelo de condicionamento de medo de traço 
ao contexto. O fato da atividade no PL ser necessária nesta tarefa, assim como no 
condicionamento de piscar de olhos e de medo também corroboraria esta suposição. 
Diferentemente de protocolos de CMC habituais, este estudo traz o contexto presente de 
uma maneira temporalmente específica ao US, sendo possível determinar o início e o final de 
sua apresentação. Isto permite a investigação de componentes temporais e contextuais ao 
mesmo tempo. Isto é de especial consideração pelo fato de que uma das teorias do modo de 
ocorrência do condicionamento de traço coloca o contexto em segundo plano como um elo de 
ligação entre o CS discreto e o US. Os animais associariam primeiro o contexto em segundo 
plano ao US, em um condicionamento de retardo, e depois o contexto ao CS discreto, através 
de um condicionamento de segunda ordem, mas não em descontinuidade temporal (Marchand 
et al., 2004). Intervalos prolongados entre as tentativas, e de duração aleatória, têm sido 
utilizados como meio de diminuir a possibilidade do contexto como um preditor ao US. Como o 
contexto é o único CS e apresentado temporalmente separado, outros mecanismos devem 
subjazer esta forma de condicionamento, apontando diferenças entre estímulos discretos e 
contextuais no condicionamento de traço, além de mostrar que o condicionamento em 
descontinuidade temporal é possível sem o contexto como um elo de ligação. 
O condicionamento em descontinuidade temporal contribui para uma melhor adaptação 
a eventos biologicamente significativos, ao passo que nem todos os estímulos que seriam bons 
preditores de uma ameaça, ou bons sinalizadores de segurança, necessariamente ocorrem em 
conjunto com o US, estando temporalmente sobrepostos. Este procedimento também se 
aproximaria melhor de situações naturalísticas, nas quais usualmente não há um único estímulo 
discreto que coocorre explicitamente ao US, mas um conjunto de estímulos de múltiplas 
modalidades sensoriais, componentes temporais, sociais e espaciais que ocorreriam 
simultaneamente. 
Os presentes resultados corroboram componentes temporais como um fator chave na 
determinação de circuitos neurais que subjazem o condicionamento de medo. Diferentes 
processos de armazenamento da representação contextual tomariam lugar de acordo com a 
proximidade do US. Em curtos intervalos, mecanismos de memória de curto-prazo manteriam o 
traço mnemônico ativo, sem a necessidade de sua reativação pela reexposição ao contexto. No 
que se diz respeito a estímulos discretos, e agora ao contexto, isto dependeria de funções do 
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PL. Aqui, esta função possivelmente reflete funções cognitivas superiores como a manutenção 
da informação ao longo do tempo, regulação de cima para baixo ou processos atencionais. O 
presente procedimento, ao colocar componentes contextuais e temporais em conjunto, permite 
uma forma simples de investigação de funções corticais no condicionamento de medo, e contribui 
para um melhor entendimento das funções do PL na memória. 
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Conclusão 
  
  O CMC utilizando um IDT de 5s ocorre mesmo na ausência de um período de 
reexposição ao contexto. Entretanto, para que ocorra, é necessário que o US seja dado no 
mesmo contexto da pré-exposição. Já quando o IDT é de 24h, é necessário um período de 
reexposição (15s no presente estudo). Estes dois achados em conjunto dão subsídios a hipótese 
de que estes condicionamentos envolvem processamentos neurais diferentes. 
 Adicionalmente, o PL é necessário para a manutenção da representação contextual 
durante um IDT de 5s, para sua subsequente associação ao US. Isto demonstra que a inserção 
de um curto intervalo de tempo entre os estímulos é suficiente para o requerimento de substratos 
neurobiológicos distintos no CMC, semelhante ao que ocorre no condicionamento de traço à um 
estímulo discreto. 
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Anexos 
 
Anexo 1 – Efeito do procedimento de infusão intracerebral na aquisição do condicionamento de 
medo ao contexto em descontinuidade temporal de 5s 
 
 
Figura 13. Efeito do procedimento de infusão na aquisição do condicionamento de medo ao 
contexto em descontinuidade temporal de 5s. Média (± EP) do tempo de congelamento durante o treino e 
o teste nos grupos Sem Infusão, ACSF e MUS. O número de animais é mostrado após o nome do grupo. 
* Indica p < 0,05 comparado a seus próprios valores no treino; + Indica p < 0,05 em relação aos grupos 
ACSF e MUS no teste (Análise de variância para medidas repetidas seguida de post hoc de Tukey). CS: 
estímulo condicionado, US: estímulo incondicionado; CMC: condicionamento de medo ao contexto; IDT: 
intervalo de descontinuidade temporal; ACSF: líquido cérebro-espinhal artificial; MUS: muscimol 
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Título do projeto: "Papel do córtex pré-frontal medial na aquisição de memórias contextuais que dependem do 
processamento temporal entre estímulos descontínuos".
Parecer Consubstanciado da Comissão de Ética no Uso de Animais UNIFESP/HSP
O tempo é um componente universal do processamento sensorial e motor, da cognição e da aprendizagem. O 
processamento espacial e temporal no estabelecimento de relações entre eventos é parte intrínseca de nossas percepções 
no dia-a-dia, sendo fundamental para um funcionamento normal e adaptado. O condicionamento de medo ao som de traço 
é um modelo que tem sido utilizado para se reproduzir experimentalmente determinados aspectos da aprendizagem que 
depende da associação de eventos descontínuos no tempo. De modo semelhante a estímulos unimodais como o som, o 
contexto também pode ser associado a um estímulo aversivo apresentado posterior a ele e de forma descontínua. Isto tem 
sido avaliado através de um fenômeno denominado de facilitação pela pré-exposição ao contexto, no qual uma pré-
exposição ao contexto é seguida por um intervalo temporal entre sua reexposição com a presença do estímulo aversivo. 
Entretanto, como e se estes intervalos temporais recrutariam circuitos neurais distintos aos que subjazem outros 
procedimentos de aprendizagem, e se isto ocorreria de forma gradiente dependente, permanece a ser mais bem 
investigado. Visto que o córtex pré-frontal (CPF) tem sido apontado como estrutura essencial para a integração temporal de 
informações sensoriais, para associação de eventos separados temporalmente e para regulação da seleção, representação 
e interpretação de estímulos multimodais, a inativação reversível do córtex pré-límbico do CPF medial na aquisição de 
memórias contextuais através da associação de estímulos separados temporalmente será investigada. Para melhor 
compreensão dos os mecanismos neurobiológicos envolvidos e da interação do córtex pré-límbico com outras estruturas 
que têm sido relacionadas à aprendizagem associativa, o efeito da inativação reversível na indução de plasticidade 
sináptica no hipocampo e amígdala também será investigado.
INFORMAÇÃO SOBRE ANIMAIS E CRONOGRAMA
ANIMAIS: Serão utilizados:
264 ratos Wistar, machos, com 8 semanas de idade
PROCEDÊNCIA: Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME), número de 
Registro CEUA/UNIFESP: 01
MANUTENÇÃO: Departamento de Psicobiologia, Biotério do Departamento de Psicobiologia, número de registro 
CEUA/UNIFESP: 19
VIGÊNCIA DO ESTUDO: início previsto para: janeiro/2014 com término previsto para: dezembro/2015
A Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de São Paulo/Hospital São Paulo, na reunião de 
20/03/2014, ANALISOU e  APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.
1. Comunicar toda e qualquer alteração do protocolo.
2. Comunicar imediatamente ao Comitê qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.
3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possível 
auditoria dos órgãos competentes.
4. Relatórios parciais de andamento deverão ser enviados anualmente à CEUA até a conclusão do protocolo.
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